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1. Introducción
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1.-INTRODUCCIÓN

El cáncer de mama es una de las causas más frecuente de muerte en los paises

industrializados y su incidencia está aumentando de forma constanté y significativa en los

últimos años.

La probabilidad de desarrollar este tipo de cáncer ha pasado de ser de 1 de cada 20 mujeres

hace 20 años a 1 de cada 11 en la actualidad 18, por lo que comprensiblemente, el cáncer

de mama ha sido objeto de una publicidad justificada y de intensos estudios respecto a sus

orígenes, métodos diagnósticos y tratamiento.

ti. ETILQOIA DEL OARCINOMA DE MAMA

Los datos epidemiológicos y los estudios de tumores mamarios in vitro y en animales de

experimentación, apuntan a tres tipos de influencias que pueden ser importantes en el

cáncer de mama: 1.- factores genéticos; 2.- desequilibrios hormonales y 3.- factores

ambientales. En los animales de experimentación, además, las infecciones por virus

pueden interaccionar claramente con estas influencias y causar cáncer pero, hasta la

fecha, no se ha documentado una etiología viral en humanos.
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• Factores genéticos.-

Uno de los pasos más prometedores para poder conocer las causas del cáncer de

mama y poder establecer un programa de control efectivo de la enfermedad, es

identificar mujeres que están genéticamente predispuestas a padecer la enfermedad.

La historia familiar de la enfermedad es el mayor factor de riesgo en el cáncer de

mama. No es sorprendente, por tanto, que se hayan realizado tantos esfuerzos para

identificar los loci que predisponen a este tipo de cáncer, y en último término, donar

los genes responsables de la enfermedad. La dificultad de esta tarea se ve

incrementada por el hecho de que el cáncer de mama es una enfermedad

genéticamente heterogénea, con genes que presentan más de un locus susceptible de

contribuir a la predisposición hereditaria*(2).

Distintos estudios epidemiolágicos sugieren que algunos de estos genes podrían

conferir una susceptibilidad dominante en la herencia del cáncer de mama y se podrían

introducir entre distintos transportadores génicos*(2).

Uno de los factores que podría obstaculizar el aislamiento de genes que predisponen a

este tipo de tumores, es la elevada incidencia de la enfermedad en la población

general y, el hecho, de que tan solo entre el 2-5% de los casos se debe claramente a

una predisposición genética familiar12>.

En las familias que se han descrito múltiples casos de cáncer de mama, la enfermedad

suele presentarse en época premenopausica y, frecuentemente, aparece de forma
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bilateral ‘(34) Tanto los hombres como las mujeres pueden ser transportadores de la

enfermedad, pero, habitualmente, sólo las mujeres se ven afectadas por ella N5>, Se ha

estimado que en algunas familias, las mujeres transportadoras de la enfermedad

tienen un 80% de probabilidades de desarrollar cáncer de mama a lo largo de su vida
‘(6)

Las alteraciones genéticas en los tumores pueden presentarse como cambios en el

contenido total del DNA, en cromosomas individuales, en genes aislados o en la

expresión génica.

La variación en el contenido de DNA es una medida del genoma imperfecta, pero

efectiva. Muchos investigadores proponen que la diploidía se asocia a un mejor curso

clínico y a otros marcadores de buen pronóstico, mientras que el incremento de la

ploidía indica una mayor progresión tumoral. El aumento de la ploidía y la medida de la

proliferación celular se correlacionan con indicadores de pobre pronóstico *(7)

Los principales estudios retrospectivos han mostrado diferencias en la supervivencia

asociada con la diploidía cuando se compara con tumores aneuploides *(8,9> Sin

embargo, los datos publicados son contradictorios en cuanto a la correlación de los

patrones de ploidía con el estadiaje de la enfermedad, la afectación de ganglios loco-

regionales y la supervivencia a largo plazo. También se ha puesto de manifiesto que la

medida de DNA no se ha aceptado plenamente como un indicador pronóstico

independiente en el cáncer de mama¶10>.
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El valor del contenido de DNA en el diagnóstico tumoral se ve debilitado por la

evidencia de los hallazgos de aneuploidía en lesiones benignas *(1112) mientras que

entre el 30-40% de todos los carcinomas invasivos son diploides. Los tumores

indiferenciados también se asocian con un porcentaje aumentado de células con DNA

en fase 5 del ciclo celular *(13) Los tumores diploides muestran un valor medio inferior

para la fracción de la fase 5 que los tumores aneuploides <2,6% y 10,3%

respectivamente) *04)

Se ha sugerido que la fracción de la fase 5 pudiera ser un indicador pronóstico

independiente de particular importancia en pacientes sin afectación ganglionar, puesto

que los valores altos de la misma en los tumores diploides parece reducir la

supervivencia a niveles aproximados a los de los tumores aneuploides ~15)•

La controversia que rodea a los estudios del contenido de DNA sugiere que se

necesitan otros parámetros adicionales para el examen del contenido del DNA celular.

El estudio de las alteraciones cromosómicas como marcadores del cáncer de mama no

ha sido, hasta la fecha, demasiado fructífero. El mayor catálogo de anomalías

cromosómicas comprende más de 100 ejemplos de cáncer de mama; sin embargo,

poco más de 70 son tumores sólidos, y muchos de ellos corresponden a tumores

metastásicos y no a tumores primarios *(16) Existe una gran diversidad en los cambios

cromosómicos de estas neoplasias, aunque muchos de los cánceres primarios y

cultivos celulares de tumores mamarios presentan células que no parecen mostrar

alteraciones genéticas.
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En cualquier caso, las principales alteraciones cromosómicas observadas son

duplicación o reordenamiento, amplificación de regiones genámicas, y pérdida de la

heterozigosis.

La implicación del cromosoma 1 por duplicación o reordenamiento es relativamente

frecuente en los tumores sólidos y en las metástasis de origen mamario, pero las

anomalías en este cromosoma también son frecuentes en otros tipos de tumores

sólidos*(l7).

Estudios más recientes continúan reflejando el éxito limitado en el análisis citogenético

de los tumores primarios de mama y la necesidad de seguir invéstigando, con el fin de

poder definir marcadores cromosómicos específicos del tejido mamario normal y

tumoral*Oa>.

Por lo que se refiere a la amplificación de regiones genómicas, cabe destacar que son

mutaciones dominantes asociadas a la activación o sobre-expresión de un gen diana

localizado en la unidad amplificada~19>.

En el cáncer de mama se han detectado 3 regiones fundamentales de amplificación.

La primera de ellas se sitúa en el cromosoma 8q, que contiene el proto-oncogen c-

myc, y que se ve amplificado en el 32% de los tumores martlarios*(20>. La segunda

región cromosómica afectada, que se localiza en el 11q13, se encuentra amplificada

en el 16% de los tumores; esta región es portadora de los proto-oncogenes int-2 y

hst/K-FG, que son miembros de la familia del factor de crecimiento fibroblástico*(2t22).

La tercera región encontrada, que presenta amplificación en el 10% de los casos, se
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localiza en el 17q y contiene el proto-oncogen c-erb B2, que pertenece a la familia del

receptor del factor de crecimiento epidérmico (23,24)•

La asociación entre la amplificación de genes específicos y la expresión de RNA o

proteínas, sin embargo, no es siempre perfectaN25> y así, por ejemplo, se ha observado

sobre-expresión de c-myc y de c-erb 62 en tumores primarios de mama en ausencia

de amplificación génica. Una de las hipótesis barajadas para explicar este fenómeno

contempla la posibilidad de que el tejido normal, que puede contaminar el material de

la biopsia, enmascare la presencia de la amplificación génica en las células tumorales
*(26)

Por otra parte, la pérdida de heterozigosidad <LOH) representa el tipo más frecuente

de mutación en los tumores primarios de mama. La LOH parece suceder como

consecuencia de deleciones intersticiales, pérdida de cromosomas o acontecimientos

de recombinación mitótica aberrante, y es un hecho altamente frecuente en distintos

tipos de neoplasiast~2~28). También se piensa que la LOH puede tener su origen en el

enmascaramiento de genes supresores de tumores localizados en la región afectada

en el correspondiente homólogot<29>.

El gen del retinoblastoma (RB-1), se ha contemplado como el paradigma de este tipo

de genes. La inactivación del RB-1 puede suceder como consecuencia de dos

mutaciones independientes. Frecuentemente, un alelo normal se pierde como

resultado de la LOH, mientras que el otro alelo contiene una pequeña deleción o una

mutación puntual que inactiva el producto génico*(30).
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Sato y colaboradores han alelotipado un panel de carcinomas primarios de mama, y

han encontrado que los cromosomas más frecuentemente afectados por la LOH son el

13q (21%), el 16q (38%), y el 17p <52%). La frecuencia de LOH en el otro brazo

cromosómico fluctuaba entre el 0-19% (31)

La baja frecuencia de LOH en algunos brazos cromosómicos se podría interpretar

como una evidencia de alteraciones genéticas no específicas o ‘background”, sufridas

en la progresión tumoral. Los hallazgos de Sato son comparables a los obtenidos en

estudios realizados en carcinomas colo-rectales y renales, en los que muchos brazos

cromosómicos se ven afectados de forma variable en lo que se refiere a la pérdida de

heterozigosidad *(32 33>

Por otra parte, Callahan y su grupo*(34) han encontrado que la frecuencia de LOH varía

significativamente y de forma ordenada entre los fragmentos de restricción de alto

pleomorfismo (RFLP) en el mismo brazo cromosómico. Este tipo de patrón de LOH es

consistente con ¡a presencia de genes supresores de tumores cercanos al locus que

presenta mayor frecuencia de pérdida de heterozigosidad.

Otro factor que podría afectar a la aparente frecuencia de mutaciones sería la

heterogeneidad del tumor. como ya comentamos en un apartado anterior, la

heterogeneidad tumoral podría ser consecuencia de contaminación del tumor por

células de tejido normal, que ocultarían la mutación particular*(26)

Actualmente, sin embargo, parece prematuro sacar cualquier conclusión definitiva en

cuanto a que el gran número de regiones del genoma que se ven afectadas por la



Introducción - 8

LOH, sea consecuencia de la acumulación de mutaciones no específicas durante la

progresión del tumor, o que por el contrario, refleje una selección progresiva de

mutaciones que contribuyan a la progresión tumoral*(35).

Aunque todavía queda mucho por hacer en este campo, distintas observaciones

sugieren que la complejidad de las mutaciones que contribuyen a la evolución del

cáncer de mama debe ser muy elevada. Además, si la alta frecuencia de LOH en

diferentes regiones del genoma es una consecuencia, más que una causa, en el

desarrollo del cáncer mamario, parece lógico pensar, que las mutaciones sucedan

independientemente unas de otras. Pero de hecho, se han encontrado 11 pares de

mutaciones que aparecen conjuntamente, con una frecuencia estadísticamente

significativat<36~.

En base a estos hallazgos, según el grupo de Callahan¶34> se podrían distinguir dos

subgrupos de tumores: el primero presentaría frecuentemente LOH en los

cromosomas hp, 17p y 18q; en el segundo grupo los cromosomas más

frecuentemente afectados serían el Ip, 13q y 18q. Estos hallazgos también se han

observado en otros estudios de carcinomas de mama, colon y pulmón*(313T333940).

Todos estos datos juntos, sugieren que, en función de la historia y del estatus

fisiológico de los pacientes, se podrían seleccionar grupos de mutaciones que

actuasen en colaboración durante la progresión tumoral.*(34)

Hasta nuestros días, sólo se han identificado dos de los posibles genes supresores de

tumores dianas de la LOH en los carcinomas de mama. Se cree que ambos están

implicados en la supresión de la proliferación celular normal durante el desarrollo. El
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blanco para la LOH en el cromosoma 13q parece ser el gen del retinoblastoma RR-1,

el cual, codifica para una fosfoproteina nuclear con capacidad de unión al

DNA’<30414243>. En el cromosoma 17p, el gen p53 parece ser la diana de la pérdida de

heterozigosidad. Distintos grupos han encontrado que entre el 10 y el 46% de los

tumores primarios de mama contienen mutaciones puntuales en este gen*<44.4548>. El

p53 también codifica una fosfoproteina nuclear con capacidad de unión al DNA, que es

capaz de activar la transcripciónt(47A8).

A pesar de los esfuerzos realizados por distintos laboratorios para determinar la

potencial utilidad clínica de las mutaciones o de sus productos, como indicadores del

curso de la enfermedad tumoral, el problema continúa sin solución definitiva*(495O), ya

que existen diferencias substanciales entre los grupos de investigación en lo que se

refiere a la metodología y el análisis de los resultados. Sin embargo, y a pesar de los

problemas existentes en la actualidad, este campo representa una gran promesa para

el desarrollo de nuevos indicadores pronósticos de utilidad para la determinación del

comportamiento de la enfermedad.

• Factores hormonales.-

El desequilibrio hormonal desempeña claramente un papel significativo en los tumores

mamarios 151>, Muchos factores de riesgo asociados al cáncer de mama (larga

duración de la vida reproductiva, nuliparidad y edad tardía al tener el primer el hijo)

implican un aumento de la exposición a picos de estrógenos durante el ciclo menstrual;

por otra parte, la respuasta de los tumores de mama a la manipulación hormonal es
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conocida desde que se publicaron los primeros experimentos de castración a finales

del siglo pasado.*(52)

Las bases moleculares para esta sensibilidad fueron demostradas en 1971,

encontrándose que ciertas proteínas intracelulares estaban presentes en los tejidos

hormono-dependientes que específicamente unían estrógenos y que podrían ser

utilizadas para identificar cánceres de mama hormono-sensibles.t<51> Las

investigaciones posteriores del proceso celular involucrado sugerían, que la proteína

receptora de estrógenos citoplásmica probablemente se localizaba en la membrana

nuclear. Los estrógenos provenientes de la circulación, y otras hormonas esteroides

entran libremente en la célula, y cuando esto sucede, se unen al receptor de

estrógenos. Este complejo se transloca entonces dentro del núcleo donde estimula al

DNA para iniciar síntesis de proteínas, crecimiento y proliferación celular. Entre las

proteínas sintetizadas en respuesta a la estimulación estrogénica, se encuentra la

proteína receptora de progesterona, que atrapa y procesa a la progesterona circulante

de forma similar al receptor de estrógenos. La presencia de ambos receptores es una

evidencia adicional de que el mecanismo celular para el procesamiento de estrógenos

se encuentra intacto en las células *(50)

El epitelio mamario normal posee receptores para estrógenos y progesterona, y estos

receptores han sido identificados en algunos cánceres de mama pero no en todos.

Diversos promotores de crecimiento, como el factor de crecimiento transformante alfa,

el factor de crecimiento epidérmico, el de plaquetas o el fibroblástico, así como

factores inhibidores del crecimiento, son segregados por las células neoplásicas en el

cáncer de mama humano, y muchos estudios sugieren que participan en un
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mecanismo autocrino de progresión tumoral. La producción de estos factores depende

de los niveles de estrógenos y, se piensa, que en la progresión del cáncer de mama

están implicadas interacciones entre las hormonas circulantes, receptores hormonales

en las células transformadas y factores autocrinos de crecimiento inducidos por las

células tumorales. *(53 54>

La presencia de receptores para estrógeno y progesterona en las pacientes con cáncer

de mama se correlaciona positivamente con un intervalo libre de enfermedad superior

y con una probabilidad mayor de respuesta a la terapia endocrina. Las pacientes que

presentan tumores con receptores para estrógenos responden favorablemente a la

terapia hormonal en un 60% de los casos aproximadamente, mientras que esta cifra

puede llegar hasta el 70-80% si ambos receptores son positivos*(56,§S,57>.

La positividad para estos receptores también se asocia con varios acontecimientos

celulares, histológicos y cinéticos que sugieren un pronóstico más favorable, y así, los

tumores RE positivos parecen ser mejor diferenciados, mostrar un mejor grado nuclear

y no presentar necrosis *(248>. Además, este tipo de tumores también parece estar

relacionado con una menor actividad proliferativa y tienden a presentar un contenido

genético diploide *(14) Como indicador pronóstico, el status del RE parece ser

- independiente de otros elementos que contribuyen al estadio clínico y patológico, y en

muchos estudios no se ha encontrado ninguna correlación con el estadiaje clínico TNM
*(249 256)

Resumiendo lo anteriormente expuesto, se podría decir que la determinación del

estatus de los receptores de estrógenos y progesterona es una !nformación importante
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para seleccionar grupos de pacientes susceptibles a tratamiento hormonal y es

relevante como factor pronóstico. El curso más favorable de las pacientes con tumores

que contienen estos receptores parece derivar tanto de los efectos favorables de la

terapia endocrina como de una biología tumoral menos agresiva, aunque también

parece evidente, que este hecho tiende a reducirse con el tiempo.

• Factores ambientales.-

La incidencia variable de cáncer de mama en grupos homogéneos genéticamente y las

diferencias geográficas de incidencia, sugieren la existencia de influencias

ambientales~8>. Hace unos años se quiso involucrar a ciertos componentes dietéticos

en el desarrollo de estos tumores, pero actualmente se cuestiona esta hipótesis.*(59)

• Infecciones víricas.-

La contribución de los virus a este tipo de neoplasias ha sido persegu¡do desde el

descubrimiento de Bittner en 1936 de un agente filtrable, transmitido por la ¡eche

materna, que causaba cáncer de mama en ratones lactantes; el virus, denominado

virus del tumor mamario del ratón (MMTV) fue identificado posteriormente como un

retrovirust(60>. Desde entonces ha habido un gran interés en identificar un virus análogo

en un humanos y en aislar antígenos relacionados con virus en el cáncer de mama.
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En 1979, Black y su equipo utilizaron el test de inhibición de migración linfocitaria (LMI)

contra el MMTV gp55 y encontraron que aunque no era útil para el screening o el

diagnóstico, las respuestas positivas al gp55 eran pronósticamente favorables cuando

se asociaban a respuestas negativas al cáncer de mama autólogo~61>. Por otra parte,

McCoy y su grupo, utilizando un test LMI indirecto, encontraron que del 50 al 60% de

las mujeres con cáncer de mama eran reactivas al MMTV y al antígeno gp52 del virus,

y que, además, entre el 30 y 40% de las mujeres con lesiones benignas de mama

también reaccionaban con el MMTV. Los resultados demostraban que el factor reactivo

era el factor inhibidor de leucocitos (LIF) y que algunas pacientes tanto con lesiones

benignas como malignas de mama producían LIF para MMTV y gp52 en

concentraciones elevadas *(62>

Por otra parte, Wanebo y Fukuda, utilizaron también este test para investigar la posible

relación entre el cáncer de mama en humanos y el MTV y el virus de Mason Pfizer en

simios (MPMV), y encontraron que las pacientes con cáncer de mama mostraban

respuestas significativas (49%) al MTV, y a la línea de cultivo celular de cáncer de

mama MCF-7 (50%), pero no lo hacían para el MPMV (29%) *(63 64)

Aunque estos estudios son de interés, sería útil, para el estudio más completo de las

proteínas inducidas por estos virus, el desarrollo de anticuerpos monoclonales dirigidos

contra secuencias de fragmentos antigénicos, y complementarlos con técnicas de

hibridación utilizadas actualmente de manera rutinaria, en la detección de antígenos

virales.
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Por lo que se refiere a la incidencia de los distintos tipos histológicos del cáncer de

mama, hay que señalar, que el carcinoma ductal infiltrante no específico, es el más

frecuente y supone del 65 al 80% de todos los cánceres mamarios, seguido muy de

lejos por el medular o el lobulillar (2-14 y 5% respectivamente).

‘1.2. TERAPÉUTICA -

El tratamiento del cáncer de mama continúa siendo un importante desafío para la

Medicina, y aunque se dispone de una información cada vez más amplia sobre la biología

tumoral, factores pronósticos, métodos diagnósticos, y a pesar de la incorporación de

nuevos esquemas quimiohormonoterapéuticos, no se ha conseguido disminuir de manera

ostensible su mortalidad.

Desde que Volkman (1875) presentara resultados superiores a los habituales de su época

con la ablación de la mama, la exéresis ganglionar axilar y la fascia pectoral mayor, la

conducta terapéutica fue orientada en sentido quirúrgico. Por otro lado, la mastectomía

radical desarrollada por Halsted y Meyer en 1894, ha constituido la base del tratamiento

durante todo lo que va de siglo, y además, las modificaciones de mayor o menor

radicalidad quirúrgica no han dado los resultados esperados *<65)

La radioterapia, utilizada tanto de forma complementaria a la cirugía, como de forma

primaria en el cáncer de mama, tampoco ha supuesto el control de la enfermedad loco-

regional ni el aumento de la supervivencia. *(66>
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La evidencia de que la cirugía por sí sola no era capaz de controlar la enfermedad, ni la

radioterapia aportaba soluciones definitivas, hizo que en 1958 se iniciara el primer estudio

aleatorio del tratamiento coadyuvante en el cáncer de mama, dentro de un nuevo

concepto sistémico de la enfermedadfl65>

De manera resumida se puede decir, que el tratamiento hormonal adjuvante conduce a

una disminución de la mortalidad en el 16% de los casos aproximadamente y a una

disminución del riesgo anual de recidivas en el 30% de las pacientes. Además, los

beneficios de este tipo de terapia son superiores en la supervivencia global de pacientes

mayores de 50 años que en mujeres jóvenes, lográndose un mayor porcentaje de

respuesta en tratamientos de dos años de duración o más, frente a un menor tiempo de

tratamiento. Con los antiestrogénicos se evidencia una respuesta mejor, aunque no

significativa, en relación con la concentración de receptores de estrógenos *(67,68>

El uso de la quimioterapia se ha demostrado útil para alargar la supervivencia global de

las pacientes. Desde que Cooper publicara en 1969 su régimen de poliquimioterapia con

una tasa de respuesta del 90% han sido numerosos los trabajos y las modificaciones

realizadas respecto a este tipo de terapiat<6970>

Desde los años 60 y hasta los 80, se desarrollaron nuevos métodos terapéuticos y se

ensayaron modificaciones a la mastectomía radical de Halsted, con unos resultados que

actualmente tienen una consistencia dudosa, pues los tratamientos adjuvantes no

permiten una valoración aislada de las mismas.’<71 72>
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Los nuevos indicadores pronósticos y las distintas terapias que se desarrollaron en los

años 80 continúan aumentando en los 90. Las variaciones en las opciones del tratamiento

impulsan a una clasificación de los tumores de mama que aporte más ayuda en la

elección terapéutica.

1.3. FACTORES PRONÓSTICOS

El ensayo de marcadores pronósticos, y su validación final, es un proceso largo y

laborioso que crea especiales problemas cuando se tiene en cuenta que las tentativas

terapéuticas no se han basado en ningún parámetro pronóstico excepto la afectación

ganglionar y el estatus de los receptores hormonales.

El estudio de los factores pronósticos en el cáncer de mama se ha vuelto cada vez más

complejo. Conforme crece el número de tales factores también se ha vuelto más difícil

precisar su importancia relativa y su exactitud pronóstica. Los problemas previstos en este

terreno de expansión rápida son los resultados antagónicos publicados por investigadores

respetados, y la falta de estandarización de nuevas técnicas y metodologías. Sin

embargo, y a pesar de todo, en la actualidad disponemos de marcadores que han sido

ampliamente validados y de otros que ofrecen sólidas expectativas.

Dentro del primer grupo, cabría destacar la determinación del estatus de los receptores de

hormonas esteroideas y la actividad proliferativa, puesto que han demostrado ser unos

indicadores eficaces y ampliamente aceptados en el pronóstico a corto plazo(*7t.
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La presencia de receptores para estrógenos y progesterona en los cánceres de mama

como ya dijimos anteriormente, se correlaciona positivamente con un intervalo libre de

enfermedad mayor y con un incremento de la posibilidad de respuesta a la terapia

endocrina, de tal manera, que si ambos receptores son positivos, la probabilidad de

respuesta favorable al tratamiento representa dei 75-80% *(55>

En el caso de mujeres sin afectación ganglionar, el estado de los receptores de

estrógenos asume un papel muy importante como factor pronóstico, y distintos grupos

sugieren que el estado de los receptores de estrógenos junto con el tamaño del tumor

constituyen factores pronósticos independientes en tumores en estadio 1

El estado de los receptores de progesterona parece ser un indicador más importante para

predecir la supervivencia cuando la enfermedad alcanza el estadio II *(73> y en mujeres con

positividad de ganglios linfáticos, el estado de los receptores de progesterona parece

tener tanta importancia como el número de ganglios afectados, para predecir la

recurrencia ¶4)~

Además de su utilidad para predecir la supervivencia en el cáncer primario y en la

enfermedad recurrente, el efecto beneficioso de la positividad de los receptores de

estrógeno y el estado de los de progesterona se ha demostrado en innumerables

estudios de la reacción del cáncer a la hormonoterapia ‘(75> Con arreglo a las

concentraciones de receptores, del 40-80% de las pacientes con enfermedad avanzada y

presencia de receptores se beneficiarán de la terapia hormonal. Las mujeres con tumores

que poseen receptores de estrógeno y de progesterona son las que muestran el índice

mejor de respuesta, en tanto que las que tienen sólo positividad de un receptor
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mostrarían una respuesta intermedia *(76> Las pacientes sin receptores manifiestan una

tasa de reacción menor de 10% a la homonoterapia, por lo que cabe ahorrarles las

hipotéticas complicaciones del tratamiento, y en lugar de él utilizar citotóxicos en caso de

cáncer avanzado.

Por lo que se refiere a la actividad proliferativa, parece intuitivo pensar que un tumor que

se divide rápidamente será más agresivo que el que prolifera con más lentitud. La

capacidad de división de las células tumorales para dividirse no predice por si misma la

posibilidad de metástasis y un ejemplo lo constituye el carcinoma medular de mama, en el

que se observan numerosas mitosis, pero tiene un pronóstico más favorable que otros, al

menos aparentemente. En general, sin embargo, en oncología se acepta el axioma que el

índice de proliferación varía inversamente con el buen término de la enfermedad *<77)

La fracción de crecimiento, o el número de células en ciclo, puede ser determinada por

distintos métodos, y actualmente se considera que es un parámetro muy sensible y un

indicador sumamente específico de mal pronóstico a corto plazo *(78 79)

1.4. PERSPECTIVAS

La tendencia actual en la biología celular es el estudio de los mecanismos reguladores de

las funciones celulares a través de moléculas especificas tanto estructurales como

funcionales y que abarcarían factores de crecimiento y sus receptores, transportadores de

membranas, sistemas del citoesqueleto, componentes de la superficie de las membranas,

etc., más que los clásicos estudios enzimáticos.
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Las principales moléculas involucradas en la regulación funcional se ven modificadas por

dos grandes procesos químicos: la fosforilación y la glicosilación. Tradicionalmente, el

mayor interés se ha centrado en el fosforilación ya que es un mecanismo esencial en la

modulación de la función celular. Esta idea ha sido además reforzada por el hecho de

que muchos genes transformados codifican fosfoproteinas, la mayoría kinasas, aunque la

mayoría de las funciones de sus sustratos no hayan sido todavía identificadas ~

Por el contrario los cambios en la glicosilación habían despertado menor interés, sin

embargo, los cambios en la glicosilación suceden de una forma tan rápida y dramática

como los procesos de fosforilación en distintos estadios de la diferenciación, desarrollo y

oncogénesis ‘<81>

Mientras que los patrones de fosforilación son pocos, los patrones de glicosilaicón son

numerosos, y se han podido caracterizar alrededor de 100 tipos de estructuras

glicosiladas unidas a lípidos y también se han encontrado variaciones en la glicosilación

de proteínas *<82 83>

En contraste con la fosforilación que modula directamente la función proteica, la

glocosilación afecta a la conformación, localización y organización de las proteínas

funcionales o estructurales ‘(84)

Los hidratos de carbono son los principales componentes de la cara externa celular de los

mamíferos y a menudo son característicos de un determinado tipo celular. Durante los

distintos estadios del desarrollo, se expresan grupos específicos de estas

macromoléculas y, en muchos casos, son reconocidos por anticuerpos específicos, lo que
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les confiere la característica de antígenos de diferenciación.t<81> En los organismos

maduros, la expresión de los distintos hidratos de carbono está eventualmente restringida

a tipos celulares específicos, y las aberraciones en estos componentes de la membrana

externa celular se asocia a varias condiciones patológicas, incluyendo la transformación

maligna.*(al)

Actualmente se asume que los carbohidratos específicos de tipo celular están

involucrados en la interacción célula-célula, en concreto como moléculas que son

reconocidas por proteínas que pueden unirse a ellos. También es posible que la

diversidad de las estructuras de los hidratos de carbono actúen como señales específicas

y que puedan ser reconocidas por receptores concretos. De la misma manera, también

cabe pensar que la alteración en estos componentes celulares de lugar a células con

moléculas diferentes a las que debieran ser reconocidas, proceso que es esencial durante

la diferenciación, cuando unas células interaccionan con otras.*(62)

De manera similar, las alteraciones de los hidratos de carbono en la transformación

maligna, facilitaría a las células tumorales su interacción con otras células, lo que

provocaría la colonización tumoral y la metástasis*(82>.

Las células oncogénicamente transformadas in vitro, o aisladas de tumores in vivo,

muestran inequívocamente distintos perfiles y estructuras en los hidratos de carbono de

los que presentaban sus células progenitoras no transformadas. Los cambios en la

estructura de estas moléculas en las células tumorales es esencialmente cuantitativa

más que cualitativa. Sin embargo, los patrones de organización de los hidratos de

carbono en la superficie celular de las células tumorales pueden ser tan diferentes a los
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de las células no transformadas, que pueden ser reconocidos por métodos inmunológicos

como antígenos asociados a tumores.t(83>

Aunque el significado biológico de estos cambios dista mucho de ser conocido con

exactitud, parece reflejar una interrupción en el desarrollo o en el programa de

diferenciación ~84),

Los procedimientos para identificar los hidratos de carbono asociados a tumores incluyen

por una parte la caracterización química de su composición y su estructura y en segundo

lugar la producción de anticuerpos que reconozcan las estructuras anómalas encontradas.

Este sistema ha sido el procedimiento clásico para determinar muchos antígenos

glicolipídicos en animales de experimentación y en algunos cánceres humanos *(397 398>

El segundo procedimiento utilizado para identificar estas moléculas se ha desarrollado a

partir de las observaciones más recientes de que muchos anticuerpos monoclonales

específicos de tumores reconocen antígenos carbohidratados, y así se han identificado un

buen número de glicolípidos en distintos cánceres humanos *(87> Este procedimiento, sin

embargo, no siempre reconoce el único antígeno que puede presentar la nueva

estructura.

Los dos grupos principales de hidratos de carbono que muestran cambios en las células

transformadas o en las células cancerosas son los glicolípidos y las glicoproteinas. Las

alteraciones más frecuentemente encontradas en los glicolípidos son: 1) bloqueo en la

biosíntesis con o sin acumulación de precursores, 2) neosíntesis debida a la activación de

glicosiltransferasas que parecen estar inactivadas en las células progenitoras no
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transformadas y 3) cambios en la organización de los glicolípidos en la superficie celular
*(37) Así pues, las células tumorales se caracterizan por la acumulación de precursores

glicolipídicos o “neoglicolípidos que están altamente expuestos en la superficie celular y

que se pueden reconocer por métodos inmunohistoquimicos como antígenos específicos

asociados a tumores.

Por lo que se refiere a las glicoproteinas, los principales cambios observados son: 1)

presencia de glicopéptidos con oligosacáridos unidos a asparagina que presentan un

peso molecular superior al de las correspondientes fracciones aisladas de las células

progenitoras no transformadas, 2) incremento de las estructuras o-glicosiladas tipo

mucina y 3) presencia en la región periférica de las cadenas laterales de estructuras O o

N-glicosiladas que muestran síntesis incompleta o neosíntesis similar a la encontrada en

los glicolípidos *(357>

Por otra parte, y aunque las expectativas parecen prometedoras, todavía no se ha podido

demostrar una correlación directa entre la glicosilación anómala y la expresión

oncogénica, sin embargo, estos cambios en los hidratos de carbono podrían ser la

consecuencia de una serie de mecanismos en cascada ocurridos tras la activación de un

oncogen *(399)

Además, y como ya apuntamos en un apartado anterior, la glicosilación anómala parece

estar íntimamente ligada al poder metastásico de las células tumorales *(8O> El proceso

de metástasis tumoral recuerda al proceso de actuación de los leucocitos en las lesiones

inflamatorias, y de hecho, se ha encontrado que muchas células cancerosas tienen

incrementados los niveles de sialil~Lex y sialil~Lea, estructuras que son ligandos para la E-
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selectina *(400,401> También se sabe que las células tumorales están unidas a plaquetas

formando una aglutinación de células tumorales rodeadas de estos elementos •(402)

Estos agregados podrían ser atrapados fácilmente por los capilares donde las células

tumorales liberarían citoquinas que activarían las células endoteliales. Una vez activadas

estas células, las células tumorales se unirían a la E-selectina, y posiblemente a la P-

selectina, expresadas en las células endoteliales. La unión a las selectinas en las células

endoteliales conduciría a una unión estable con las células endoteliales y la eventual

extravasación. Este proceso explicaría el crecimiento tumoral en los lugares de las

metástasis *(402)

Por lo que se refiere al papel de los hidratos de carbono en la diferenciación y desarrollo

hay que decir que la diferenciación embriológica o histogénica es un proceso ordenado de

interacciones celulares a través de continuos cambios en las moléculas de la superficie

celular codificadas por el programa genético *(81>

Los cambios en las moléculas de la superficie celular durante el desarrollo embrionario

han sido detectados por métodos inmunológicos y estas moléculas se han descrito como

antígenos de diferenciación, entre los que se incluyen los antígenos de grupo sanguíneo

ARH, Forssman, Ii, etc. En cada caso, se observó que las moléculas antigénicas eran

glicoesfingolípidos o la porción carbohidratada de las glicoproteinas, y que además, se

expresaban en estadios concretos del desarrollo embrionario ~

En distintos tipos tumorales, y especialmente en los de origen epitelial, existen muchos de

estos antígenos carbohidratados, y actualmente, parece claro que forman parte de los

denominados antígenos relacionados con los grupos histosanguineos y grupo Lewis y
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además, han podido ser demostrados en cánceres de distintos orígenes mediante

técnicas inmunohistoquimicas *(85 86 87>

Los determinantes antigénicos de grupo sanguíneo ARH y antígenos relacionados, se

localizan en la porción terminal de las cadenas de los hidratos de carbono de las

glicoproteinas y glicolípidos ~ Estos antígenos están ampliamente distribuidos en el

hombre y en otros grupos animales, especialmente en los tejidos epiteliales y en sus

secreciones.

Estudios filogenéticos recientes, demuestran que los antígenos ARH aparecen más

tempranamente en los tejidos provinientes del ecto y endodermo que en los que derivan

del tejido mesenquimal hematopoyético en la evolución de los vertebrados ~ y que la

expresión de estos antígenos en los eritrocitos y en las células endoteliales solo aparece

en humanos y primates superiores *(92,93,94) Por esta razón, el término “antígeno de grupo

sanguíneo” no sería el más apropiado y desde 1989 se utiliza preferentemente el de

“antígenos de grupo histosanguineo”, propuesto por Clausen y Hakomori para referirnos a

los antígenos ABH, Lewis y otros antígenos relacionados.’<95>

1.5. HIPOTESIS DE TRABAJO

La presencia universal de los antígenos histosanguineos en los vertebrados hace pensar

en la importancia de estas moléculas, aunque su papel fisiológico no haya sido

esclarecido en su totalidad.
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La creencia de que los patrones de distribución de estas macromoléculas en los tejidos

normales y en los tumorales tuviera una gran importancia viene de mucho tiempo atrás, y

podemos encontrar publicaciones, como la de Thomsen, fechada en 1930.*(98)

Posteriormente, la glicosilación anómala ha sido ampliamente estudiada y está

suficientemente documentada en tumores de vejiga urinaria, pulmón, colon, tumores

gástricos etc.*<97,gS,§S>. El fenómeno común encontrado en todos ellos ha sido la pérdida

parcial o total de la expresión de los isoantígenos de grupo sanguíneo y en algunos casos

se ha llegado a establecer una relación entre la pérdida de expresión y la potencial

malignidad del tumor.

Por lo que se refiere al cáncer de mama, existen muy pocos estudios que se hagan eco

de la repercusión de la expresión anómala de estos antígenos y de su potencial utilidad

tanto en el curso clínico de la enfermedad como en el terreno pronóstico en este tipo de

tumores. La escasa literatura encontrada al respecto coincide, como en otros tipos

tumorales, en señalar una pérdida de expresión de los grupos sanguíneos ABH y Lewis

en el tejido tumoral, respecto al tejido mamario normal en un horcentaje variable de

casos.

Respecto a la relación que pudiera existir entre la expresión anómala de estos

compuestos y otros factores pronósticos de utilidad aceptada ampliamente en estos

tumores, todavía se disponen de menos estudios, y las publicaciones aparecidas tan sólo

hacen referencia al estatus de los receptores hormonales, siendo además los resultados

obtenidos por los distintos grupos contradictorios en muchos casos.*OÚo)
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Estos dos últimos hechos son los que han motivado este estudio bajo la hipótesis de que

el carcinoma ductal inespecifico de mama se ve afectado por los fenómenos de

glicosilación anómala y que los cambios en los patrones de expresión de los histogrupos

sanguíneos guardan relación con distintos factores de interés pronóstico en este tipo de

tumores.

1.6. OBJETIVOS

La presencia de antígenos consolidados asociados a tumores, que además se pueden

definir por anticuerpos monoclonales, es sin lugar a dudas, uno de los principales avances

en la inmunología tumoral y su aplicación diagnóstica ha sido, ól menos parcialmente,

reconocida.

Existe una gran cantidad de antígenos carbohidratados asociados a tumores que pueden

tener utilidad en el diagnóstico histológico de distintos tipos tumorales y algunos, además,

se pueden utilizar en el diagnóstico de lesiones premalignas.

Estas expectativas junto con la elevada incidencia del cáncer de mama y la mortalidad a

la que da lugar es lo que nos ha motivado a realizar este trabajo, fijándonos como

objetivos:

1. Determinar la frecuencia de la pérdida de expresión de los isoantigenos ABH y Lewis

en los carcinomas ductales infiltrantes de mama.
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2. Estudiar si existe algún tipo de relación entre la pérdida de expresión de los

isoantigenos de grupo sanguíneo y las variables histológicas plenamente establecidas.

3. Estudiar si existe alguna relación entre la glicosilación aberrante en el carcinoma

ductal de mama y otros marcadores de utilidad pronóstica demostrada en este tipo de

tumores.



II. Material y Métodos
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11.-MATERIAL Y METODOS

.

Dentro de este apartado se estudian separadamente las técnicas de obtención de material

fijación y procesamiento básico, las técnicas de demostración de los antígenos tumorales e

isoantígenos de grupos sanguíneos, las características de los anticuerpos utilizados y las

técnicas de valoración de los resultados.

2.1.OBTENCION DEL MATERIAL. FIJA ClON Y PROCESAMIENTO BÁSICO

.

En este trabajo se estudian un total de 88 piezas quirúrgicas diagnosticadas

histológicamente como carcinomas ductales infiltrantes mamarios de tipo no especifico.

Las piezas fueron remitidas rápidamente al Laboratorio de Anatomía Patológica y cortadas

en pequeños fragmentos de aproximadamente 2xlxO,5 cms. que se fijaron durante 2 horas

en Líquido de Oarnoy (etanol, cloroformo y ácido acético glacial en proporciones 6:3:1).

Posteriormente los fragmentos fueron incluidos manualmente en parafina y cortados de

manera seriada en secciones de 4 micras de grosor.

Los cortes de control se tiñeron con la técnica habitual de Hematoxilina-Eosina.
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2.2.DEMOSTRA ClON DE ANTíGENOS TUMORALES

.

Para este estudio se utilizaron 4 anticuerpos monoclonales que se agruparon en 2

categorías:

a) anticuerpos para la demostración de receptores de hormonas esteroides.

b) anticuerpos para la demostración de proliferación celular.

a) Anticuerpos vara la demostración de hormonas esteroides

.

En esta clase se incluyeron 2 anticuerpos, uno para la demostración del receptor de

estrogénos (Laboratorios lmmunotech SA. 130,av.de Lattre de Tassigny B.P.177,13276

Marseille Cedex 9-France> y uno para la demostración del receptor de progesterona

(Laboratorios BioGenex 4600 Norris Canyon Road San Ramon,CA 94583).

1,) Anticuerpos para la demostración de proliferación celular

En este apartado se incluyeron 2 anticuemos diferentes: PCNA (Laboratorios Novocastra

Ltd., 24 Claremont Place, Newcastle upon Tyne NE 2 4AA.UK) y Ki-67(MIB-1)

(Laboratorios lmmunotech SA. 130,av.de Lattre de Tassigny B.P.177,13276 Marseille

Cedex 9 -France). El primero de ellos se ha encontrado en todo el ciclo celular mientras

que el segundo parece estar ausente en la fase Go.
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2.3.Demostración de isoantígenos de grupos sanguíneos

.

En esta catergoria se estudiaron un total de 6 anticuerpos: 4 para la demostración de

grupos Lewis (a,b,x,y), 1 para la demostración de grupo A y 1 para la demostración de

grupo 8.

Todos los anticuerpos de este grupo proceden de los Laboratorios Signet (180 Rustcraft

Road Dedham, Massachusett).

La especificidad, clon, clase de inmunoglobulina y Laboratorio de procedencia de todos los

anticuerpos utilizados en este trabajo se resumen en la tabla 1.

TABLA 1
MoAb Especificidad clon j~j

G2a
Laboratorio

PONA Humana (nativa y mutante) PdO Novocastra

Ki67 Ag nuclear Ki67 (3459-395 Kd) MIB-1 G1 lnmunotech

RE Cadena polipep. de RE de 67 Kd ER1-05 G1 lnmunotech

PgR R. de progesterona humana PgR lAS G1 Bio Genex

BG-2 Grupo A (cadena tipo II) T36 G3 Signet

BG-3 Grupo 6 (cadena tipo II) CLCP-19 M S¡gnet

BG-5 Le” (cadena tipo II) T174 Gí Signet
BG-6 Leb (cadena tipo II) T218 M Signet

BG-7 Lex(cadenatipoll> P12 •M S[gnet

BG-8 LeY (cdena tipo II) F3 M Signet
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El procedimiento inmunohistoquimico de tinción corresponde a las técnicas indirectas B-SA

marcada con Fosfatasa Alcalina y al complejo Avidina-Riotina marcado con peroxidasa.

Para la realización de estas técnicas se utilizaron el sistema supersensitivo StrAvigen

(Laboratorios RioGenex, 4600 Norris Canyon Road, San Ramon, CA 94583) y el Kit ABC

Vectastain (Laboratorios Vector, Burlingame, CAUSA) respectivamente.

TEONICA 8-SA MARCADA CON FOSFATASA ALCALINA: La realización de esta

técnica consta de los siguientes pasos:

1 .- Desparafinación por inmersión sucesivade los cortes en las siguientessoluciones:Xileno, dos
pasosde 10 minutos cada uno; Etanol, dos pasosde 5 minutos cadauno; Alcohol de 960, un
paso de 5 minutos.

2.- Hidratación en aguacorriente.

3.- Lavado en PBS(Buffer Fosfato-salino,Laboratorios Sigma) 5 minutos.

4.- Incubación con el anticuerpo monoclonal correspondiente durante una hora a temperatura

ambientey en cámarahúmeda, utilizado a la dilución previamente titulada.

5.- Lavado en tampon PES duranteSminutos.

6.- Incubación con el anticuerpo secundariobiotinado durante 30 minutos.

‘7.- Lavado en tampon PBS durante 5 minutos.

8.- Incubación con el complejo Avidina-Streptavidina-Fosfatasaalcalina durante 30 minutos.

9.- Lavado en tampon PBSdurante 5 minutos.

10.-Incubaciónconel revelador 2C1-1 Naftol durante 3 minutos.

11 -Lavado en agua bidestilada.

12.-Ligera tinción nuclear de contrastecon Hematoxitna de Karazzi.

13.-Montaje de los cortes en medioacuoso.
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TEGNICA POR MEDIO DEL COMPLEJO AVIDINA-BIOTINA: La técnica realizada consta

de los siguientes pasos:

1 .- Desparafinación e hidratación de los cortes de manera idéntica a la descrita en la técnica
anterior.

2.- Bloqueode la peroxidasa endógenapor medio de una solución de agua oxigenadaen metanol
al 5% durante 5 minutos.

3.- Incubación de los cortes en buifer citrato 0.IM en microondas en tres pasosde 3 minutos cada
ti no.

4.- Lavado en PBSdurante 5 minutos.

5.- Incubación con suero bloqueadordurante 10 minutos.

6.- Incubación con el anticuerpo primario correspondientedurante 1 horá a temperatura ambiente
en cámarahúmeday a la dilución óptima titulada previamente.

7.- Lavado en PBSdurante 5 minutos.

8.- Incubación con el anticuerpo secundario biotinado durante 30 minuto~.

9.- Lavado en PES durante 5 minutos.

10.-Incubacióncon el complejo Avidina-peroxidasa-biotina durante una hora.

11 -Lavado en PBS durante 5 minutos.

12.-Incubacióncon la solución reveladorade Diaminobencidina 3 minutos.

13.-Lavadoen aguabidestilada.

14.-Ligera tinción de contrastecon Hematoxilina de Karazzi.

15.-Lavado breve en agua corriente, deshidratación, aclaramiento, y montaje en medio
permanente.

La dilución empleada para cada anticuerpo, la técnica utilizada y el patrón de distribución se

resumen en la tabla II.
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TABLA II

MoAb Dilución Técnica Patrón de distribución

RE Prediluido ABC+MO Nuclear

Prediluido B-SA+MO Nuclear

Ki67 1:50 ABC+MO Nuclear

PCNA 1:100 B-SA Nuclear

BG-2 1:50 ABC
Citoplásmica y
membranosa

BG-3 1:40 ABC
Citoplásmica y
membranosa

BG-5 1:40 ABC
Citoplásmica y
membranosa

BG-6 1:50 ABC
Citoplásmica y
membranosa

BG-7 1:75 ABC
Citoplásmica y
membranosa

BG-8 1:50 ABC
Citoplásmica y
membranosa

ABC: Completo Avidina-Biotina; B-SA: Biotina-streptavidina amplificado; MO: Microondas.

2.4.CARACTERISTICAS DE LOS ANTICUERPOS UTILIZADOS

.

2.4. 1.Anticuerpos para la demostración de hormonas esteroides.

La presencia de receptores de estrógenos (RE) y progesterona (Rpg) está correlacionada

positivamente con un intervalo libre de enfermedad más largo y con un problable

incremento de la respuesta a terapia endocrina *001> Si el RE y Rpg son positivos, existe

un probabilidad del 70-80% de respuesta favorable a este tipo de terapia *(102,103> Para
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detectar la presencia de receptores de estrógenos y progesterona se han utilizado

distintos métodos. Actualmente la técnica estandar para la medida de estos receptores

es el resultado cuantitativo que se obtiene de análisis basados en la utilización de

radioligandos unidos al citosol. Los estudios bioquímicos tr~dicionales que utilizan

preparaciones citosólicas requieren cantidades relativamente grandes de tejido y no

tienen en cuenta la heterogeneidad de la distñbución de los receptores *004> Puesto que

en ocasiones es necesario incluir la totalidad del tumor en parafina para su diagnóstico

definitivo, es imposible disponer siempre de una parte del material para realizar la

evaluación del RE y Rpg en congelación mediante métodos bioquímicos.

El desarrollo de anticuerpos monoclonales para receptores de estrógenos y progesterona

ha permitido utilizar el análisis inmunoenzimático (EIA) para el estudio de material

congelado y el análisis inmunocitoquimico (¡CA) para el estudio de material fresco

congelado o embebido en parafina ~(l051O8>El análisis inmunocitoquimico presenta como

ventaja sobre el inmunoenzimático que permite determinar la: heterogeneidad en la

distribución de los receptores incluso en biopsias de pequeño tamaño; como

contrapartida, presenta la desventaja de no ser un método cuantitativo *007>. El

procedimiento más habitual para la demostración del receptor de estrógenos y

progesterona por medios inmunocitoquimicos ha sido sobre tejidos congelados. En los

últimos años han aparecido distintos artículos que describen la detección de dichos

receptores en tejidos fijados y embebidos en parafina *008.109)

Aunque la demostración de receptores de estrógeno y progesterona en muestras

embebidas en parafina es una práctica habitual en los Laboratorios de Anatomía

Patológica, hay que tener en cuenta que el procesamiento de las biopsias puede dar

lugar a falsos negativos. El método de recuperación de antígenos por medio de

microondas para muestras embebidas en parafina descrito recientemente, permite
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desenmascarar los determinentes antigénicos que hubieran podido quedar ocultos tras el

proceso de fijación y obtener una tinción satisfactoria *010>

El anticuerpo utilizado en este trabajo para la demostración del receptor de estrógenos

(FR-uDS) reacciona con un polipéptido de 67 Kd. de la cadena del receptor y es efectivo

en parafina realizando un pretratamiento de las secciones en buifer citrato 0.1 MpH 6 en

microondas. El patrón de tinción obtenido es nuclear. La validez del anticuerpo está

avalada por distintos autores que han correlacionado la expresión de RE en secciones

tisulares embebidas en parafina y la concentración de éstos determinada por medios

bioquímicos *(111 112)

El anticuerpo utilizado para la demostración del receptor de progesterona (PGR-1A6)

reconoce específicamente el receptor nuclear de la progesterona humana en muestras

fijadas y embebidas en parafina y también en muestras de tejido congelado. En el

cancer de mama, la tinción específica queda restringida al núcleo de las células

transformadas y al epitelio hiperplásico no maligno. Se ha encontrado una tinción similar

en secciones de útero humano; en este órgano el marcaje aparece en células epiteliales

y del estroma del endometrio y en las células del músculo liso del miometrio *(113,114>

2.4.2. Anticuerpos para la demostración de proliferación celular

2.4.2. 1.anti Ki-67 (MIB-1

>

Se sabe desde hace mucho tiempo que el índice de proliferación de un tumor guarda

relación con su curso clínico, es por ésto que los histopatólogos han buscado la manera
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de determinar este parámetro como un complemento al diagnóstico *(7$,79> La práctica

más común y la más establecida para determinar el índice de proliferación es el contaje

de figuras mitóticas. Este método proporciona una información pronóstica útil en

algunos tumores como leiomiosarcomas o cistosarcoma phyllodes, pero no en otros,

como pueden ser el carcinoma de cuello uterino o linfomas foliculares *<115, 116, 117,118>

Además, el contaje de figuras mitóticas no es un método completamente seguro ni

reproducible, ya que sólo refleja una parte del ciclo celular, la mitótica o fase M, y no

indica la duración de dicha fase. Asi por ejemplo, el contaje de mitosis en un carcinoma

de células basales puede ser alto, pero ésto se debe más a una fase M prolongada del

ciclo celular que a un alto índice de proliferación de la lesión *(119,120,121)

En la actualidad existen técnicas plenamente establecidas y seguras para medir el

indice de crecimiento de un tumor Estos métodos utilizan timidina tritiada,

incorporación de bromodeoxiuridina o citometría de flujo, pero son difíciles de realizar,

muy costosos y largos en su ejecución y no están al alcance de todos los Laboratotios
*(122 123 124> Las técnicas inmunohistoquimicas, por el contrario, son faciles de realizar y

de uso habitual en la mayoría de los centros de trabajo *(125)

El anticuerpo mas frecuentemente utilizado para determinar la proliferación celular por

métodos inmunohistoquimicos es el Ki-67.

El anticuerpo monoclonal Ki-67 puede ser utilizado para estimar la fracción de

crecimiento, es decir, el número de células en ciclo de tejidos normales, reactivos y

neoplásicos. Actualmente existe gran cantidad de literatura que se refiere a este

anticuerpo y se han realizado multiples estudios para demostrar su potencial valor

pronóstico. Este anticuerpo desarrollado por Gerdes en 1983, reconoce un antígeno

nuclear que se expresa en todo el ciclo celular excepto en la fase GO *026) El gen que
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codifica este antígeno fué localizado en el cromosoma 10 por Shonk en 1989 *(127) Dos

años más tarde Fonastch confirmó estos hallazgos demostrando la localización del

antígeno en el brazo largo del cromosoma 10(10q25> *028> Al aislar cDNA se encontró

una secuencia de 66bp con una alta homología (65-70%) en todos los fragmentos

estudiados. Además, parecía evidente que estos 66bp repetitivos contenían la

secuencia que codificaba el epitopo detectado por el anticuerpo monoclonal Ki-67 *(129)

La función exacta del antígeno Ki-67 aún permanece sin desvelar. Se sabe que la

cantidad de antígeno presente en las células en proliferación varía a través del ciclo

celular. Sasaki observó que la expresión antigénica aumentaba con la progresión del

ciclo celular, elevándose en la segunda mitad de la fase 5 y alcanzando un máximo en

02 y M *(130) También Guillaud demostró este incremento de la expresión antigénica

con la progresión del ciclo celular en lineas celulares normales y malignas *(131) Por

otra parte Verheinjen y su grupo demostraron, utilizando citometría de flujo, que las

células mitóticas eran las que exhibían mayor cantidad de antígeno *032) Estos datos

han sido corroborados por distintos autores en tanto que otros grupos de trabajo

admiten la expresión uniforme del antígeno en todo el ciclo celular *(133,134)

Al igual que la expresión, la distribución topográfica del antígeno también parece ser

dependiente del ciclo celular. En la fase 01 tardía se localiza en la región perinucleolar,

en la fase 5 se detecta homogeneamente en el cañoplasma y en la fase 02 la tinción

presente en el carioplasma muestra un patrón finamente granular, en mácula y también

se observa tinción perinucleolar. Durante la profase y metafase la tinción es

pericromosómica además de carioplásmica en profase, y citoplásmica en metafase. La

intensidad de tinción disminuye rápidamente en anafase y telofase *(131,135)~
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A pesar de todos estos datos y como ya comentamos anteriormente, la función del

antígeno Ki-67 sigue sin conocerse en su totalidad. Braun propone que el antígeno

pueda actuar como una molécula controladora del ciclo celular basándose en la propia

cinética del Ki-67 *(135>

Por otra parte Fallini y colaboradores han demostrado que el antígeno se conserva en

tejidos normales y neoplásicos en distintas especies animales (cordero, ternera, perro

conejo y rata) y en el hombre, lo que indicaría su importancia en la regulación del ciclo

celular *038> En contraposición a estos datos Schonk y su grupo han detectado

proliferación en algunas células híbridas carentes de antígeno, por lo que mantienen

que el Ki-67 no es esencial para la proliferación celular *027) Verjheijen apoya esta

hipótesis al demostrar mediante citometría de flujo, células Ki-67 negativas que se

encontraban en ciclo *(132>

Llegados a este punto conviene resaltar que existen distintos problemas prácticos que

pueden limitar la efectividad del Ki-67 como indicador pronóstico, particularmente en

biopsias pequeñas. La primera circunstancia que hay que tener en cuenta es que la

expresión del antígeno parace estar influenciada por el aporte nutricional de las celulas
*034> y en segundo lugar, hay que considerar que muchos tumores están formados por

poblaciones celulares heterogéneas entre las que existen diferentes grados de

proliferación *037)

Además de estas cuestiones prácticas, también existen consideraciones de carácter

teórico: el grado de proliferación comprende dos parámetros, la fracción de crecimiento,

demostrable por Ki-67, y el tiempo empleado por las células en completar el ciclo

celular. Así, un tumor en el cual todas las células entrasen en ciclo a la vez pero que

emplearan mucho tiempo en completarlo, mostraría una elevada positividad para Ki-67
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aunque el grado de proliferación podría no ser muy grande. Por el contrario, un tumor

en el que sólo una minoría de células estuviera en ciclo pero cuyo ciclo fuera muy codo,

podría tener un grado de proliferación alto, aunque las células positivas para Ki-67

fuesen pocas. Así pues, hay que recordar que la expresión de Ki-67 sólo nos aporta

información de si una célula está en ciclo o no, pero no aporta información respecto a la

longitud del ciclo.

A pesar de todos los inconvenientes, la expresión de Ki-67 se utiliza como indicador de

proliferación celular en distintas enfermedades como son tumores del sistema nervioso

central, tumores del sistema conectivo, linfomas, carcinomas mamarios etc.
*(1 38,139,140,141,142,143,144,145)

Por otra parte, no hay que olvidar que el material utilizado para la demostración del

antigeno Ki-67 han sido tradicionalmente secciones tisulares congeladas en criostato,

aunque también se han empleado preparaciones citológicas, hematológicas y

aspirados por aguja fina *(146,147,148> puesto que el antígeno Ki-67 es extremadamente

sensible a la desnaturalización química y es destruido por la fijación en formaldehido
*(149)

En 1992 Cattoretti y colaboradores utilizando partes recombinantes del antígeno Ki-67

produjeron un anticuerpo monoclonal nuevo (MIR 1-3) capaz de reconocer al antígeno

Ki-67 *0501 . Este anticuerpo, utilizado en nuestro trabajo, es efectivo en secciones

fijadas e incluidas en parafina. La demostración del antígeno Ki-67 con este nuevo

anticuerpo monoclonal requiere un pretratamiento de las muestras en microondas con

una solución de buifer citrato 0.1 M y pH 6.
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Puesto que el anticuerpo MIB-1 era efectivo en muestras fijadas y embebidas en

parafina y el anticuerpo Ki-67 no lo era, parecía razonable pensar que reconocían

distintos epitopos del antígeno. Además, también parecía improbable que ambos

anticuerpos tuvieran exactamente el mismo perfil inmunorreactivo, por lo que los

resultados obtenidos deberían ser manejados con la máxima precaución. Trabajos

posteriores parecen indicar que el anticuerpo MIB-1 reconoce el mismo epitopo o uno

muy similar al reconocido por el anticuerpo original Ki-67 *(151> y en la práctica ha

sustituido al anticuerpo original Ki-67 en el diagnóstico de rutina.

2.4.2.2. anti-PCNA (PC 10

)

El antígeno nuclear de proliferación celular PCNA, es una proteina no histona de 36 Kd,

asociada con la proliferación celular. Esta proteina fué detectada en experimentos en

los cuales el suero de pacientes con Lupus Eritematoso no mostraba reactividad con

células en reposo pero sí reaccionaban con el núcleo de células en división en tejidos

normales y también con linfocitos periféricos de distintas lineas celulares estimulados

mitogénicamente *(152 153 154) Miyachi y colaboradores denominaron a esta proteina

antígeno nuclear de proliferación celular (PONA) *(154>

Independientemente, Bravo y su equipo, buscando proteinas específicas para ciclo

celular, identificaron una proteina nuclear acídica de 36 Kd que fué posteriormente

denomidada ciclina *(155) En 1984 Mathews y sus colaboradores demostraron que

PONA y ciclina eran idénticos *056) Desde entonces se admite que el PCNA\Ciclina es

una proteina auxiliar de la DNA polimerasa delta y su presencia parece ser necesaria

para la replicación del DNA *(157,158>
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La estructura del gen humano para el PCNA\Ciclina fué determinado por Travali y su

equipo y la proteina que codifica, un polipéptido de 261 residuos con un alto contenido

en aspártico y glutámico, también ha sido secuenciada *(159,18O) La proteina se sintetiza

en el paso de Gí a 5, tiene una vida media larga (20 horas) y és detectable en todo el

ciclo celular. El PCNA existe al menos en dos formas, una estrechamente unida a los

replisomas o a los sitios de reparación de DNA y una segunda distribuida

difusamamente por el nucleoplasma *061>

El gen que codifica el PCNA ha sido donado de distintas especies *(160,162,163) y aunque

existe variación a nivel de DNA, sólo hay 4 aminoácidos diferentes entre el PCNA

humano y el de rata y alrededor del 7% de la proteina de Drosophila es idéntica a las

proteinas humana y de rata. Además, mientras la secuencia del PONA de levaduras

muestra sólo un 35% de homología con el PCNA humano a nivel genético, las

moléculas son funcionalmente intercambiables ~ La conservación evolutiva del gen

para PCNA en el reino animal y vegetal es completamente consistente con el hecho de

que la proteina tiene un papel esencial en la replicación del DNA de eucariotas.

La regulación de la expresión del PCNA es compleja *(164> y se cree que ocurre tanto a

nivel transcripcional como a nivel post-transcripcional *(164,165,166); incluso parece haber

diferencias entre la regulación de las células quiescent~s y las que están

continuamente en ciclo *(164,167> En estas últimas hay muy poca variación en los niveles

de proteina o mRNA durante el ciclo *(164 167> Aunque la región promotora del PCNA ya

ha sido mapeada, su contribución al control transcripcional no se conoce todavía con

exactitud *(159,168) La regulación de la expresión de PONA por mecanismos post-

transcripcionales parece ser muy importante al menos in vitro*(í64,íGg,í70>. Se piensa

que muchas células sintetizan continUamente PCNA mRNA, al menos a bajos niveles,
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pero rápidamente le degradan sin que se haya transcrito. En consecuencia, las células

son capaces de responder rápidamente, en las circunstancias correctas, a los factores

de crecimiento induciendo la sintesis de PCNA por estabilización de su mRNA *(164,l69>

Actualmente existen una gran variedad de anticuerpos que reconocen el PONA. Los

sueros comerciales incluyen los anticuerpos 19A2,19F4 y PdO *(171,172,173>

El anticuerpo monoclonal utilizado en nuestro trabajo, el PCi O, y otros anticuerpos

relacionados se han obtenido por inmunización de ratones con partes recombinantes

del PCNA humano expresado en E.coli *(172> Se piensa que los epitopos reconocidos

por estos anticuerpos son diferentes y que existen también diferencias en los efectos

que producen la fijación y el procesamiento de las muestras pn la detección de los

epitopos *(174> Además, tambien parecen existir diferencias entre el desarrollo

inmunoquimico de estos anticuerpos comparados con los autoanticuerpos humanos
*(174>; quizá sea ésta la explicación a las discrepancias observadas en las distintas

publicaciones sobre la inmunorreactividad del PCNA y su relación con otros

marcadores del ciclo celular. Por otra parte, las diferencias observadas entre los

anticuerpos anti-PCNA pueden deberse a la distinta natúraleza física de los

inmunógenos utilizados y en particular si se encontraban en su forma nativa, como los

autoanticuerpos, o desnaturalizados, como el POlO *074) Sea cual fuere la explicación,

es preciso tener en cuenta que los distintos anticuerpos deben tener propiedades

diferentes incluso aunque reconozcan la misma proteina *(172)

Además de las diferencias entre los distintos anticuerpos que reconocen PONA, todos

los investigadores parecen estar de acuerdo en la importancia de los procedimientos

técnicos empleados en la detección del antígeno, y en particular el proceso de fijación

de las muestras parece ser el de mayor importancia, tanto en lo que se refiere a la
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duración de la fijación, al tamaño de la pieza como a la elección del fijador *(175) Otro

punto a tener en cuenta a la hora de trabajar con este anticuerpo, es el sistema

inmunohistoquimico de detección utilizado, ya que la sensibilidad del método elegido

puede variar los resultados debido a que los niveles de PONA pueden ser muy bajos en

función de la fase del ciclo en que nos encontremos *Q76); por tanto, y en resumen,

podemos concluir que el uso de anticuerpos para la demostración de PCNA como

marcadores de proliferación celular no es sencillo ya que requiere un cuidadoso análisis

de todos los parámetros anteriormente expuestos.

2.4.3. Anticuerpos para la demostración de isoantígenos sanguíneos.

Los antigenos de grupo sanguíneo, los principales aloantígenos en humanos, están

presentes en células sanguíneas y en varios tipos de células epiteliales. Puesto que la

mayoría de los cánceres en el hombre derivan de este último tipo celular los cambios en

dichos antígenos se convierten en un punto importante en la inmunología tumoral.

Las neoplasias están asociadas comunmente con modificaciones de una gran variedad

de determinantes antigénicos de membrana plasmática que reflejan alteraciones en la

diferenciación bioquímica *077,178)

Los antígenos de grupo sanguíneo ARO son glicolípidos de membrana que se expresan

en diferentes tipos de células epiteliales y su pérdida se ha descrito en carcinomas de

distintos origenes *(1~)~ En algunos casos, además, existen datos que sugieren una

correlación entre la deleción de los isoantígenos ABO y el pronóstico *080,181)
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Los primeros estudios para determinar el estatus de los isoantígenos sanguíneos en

distintos tejidos, tanto nomales como neoplásicos, se realizaron~ utilizando los métodos

de aglutinación, adherencia específica de glóbulos rojos, inmunofluorescencia y el

método inmunohistoquimico de la peroxidasa-antiperoxidasa *081) Para determinar

correctamente la relación entre el estatus de los antígenos de grupo sanguíneo en las

neoplasias y el desarrollo biológico de éstas es necesario utilizar técnicas sensibles y

altamente específicas. La disponibilidad de anticuerpos monoclonales, con

monoespecificidad dirigida para determinantes antigénicos únicos, ha permitido la

localización de antígenos que anteriormente no se habian podido demostrar *(182,183) Los

anticuerpos monoclonales dirigidos contra los isoantigenos sanguíneos A y B se han

utilizado con éxito, por ejemplo, en la evaluación inmunohistoquimica de estos

isoantigenos en carcinomas del epitelio de transición o gástricos *084,185) En el caso de

los carcinomas de mama existen pocos artículos que hagan referencia a la

determinación de los isoantógenos sanguíneos y su posible utilidad pronóstica.

La caracterización bioquímica de los determinantes que definen las especificidades de

los grupos sanguíneos ABO y antígenos Lewis fué llevada a cabo por Morgan, Watkins y

Kabat en los años 50 *(90,186) Los trabajos posteriores de Khon, lsaki y Masaki y

Ceppellini condujeron a la identificación del grupo H, los isoantígenos Lea y Leb y a la

formulación teórica de la relación precursor/producto en el grupo H y el A o el A
*(187188,189,190,l91) Se pudo demostrar también que los determinantes antigénicos del

sistema ABO eran oligosacáridos de L-fucosa, D-galactosa y D-Nacetilgalactosamina,

con unas estructuras mínimas determinantes como la siguiente:
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La naturaleza química de los antígenos de eritrocitos y otros tejidos no se pudo explicar

hasta mediados de los años 60, cuando fueron identificados como una serle de

glicoesfingolípidos o proteinas transmembrana que portaban el determinante antigénico

con distintas estructuras esenciales o “core” *(90,192>

La expresión de antígenos A y A se cree que está controlada por genes alélicos o

semialélicos localizados sobre el brazo largo del cromosoma 9 *(9O,193,194) El fenotipo

eritrocitario O se caracteriza por la ausencia de antígenos A y 6 y por la presencia de

una mayor cantidad de antígeno H que en los eritrocitos A y A. La ruta biosintética de

estos determinantes ha sido establecida y básicamante predice que un genotipo

dominante induce una glicosiltransferasa la cual cataliza la adición de un monosacárido a

un oligosacárido determinado con una especificidad concreta *(l95,198,197)

Los individuos A y B codifican glicosiltransferasas (c<3-Gal—>NAc y a-3-Gal

respectivamente) capaces de convertir una estructura precursora (el antígeno H) en

antígeno A y A por adición de N-acetilgalactosamina o galactosa. Los individuos del

grupo O se cree que son homozigotos para un alelo silente o son portadores de un gen

que da lugar a una proteina enzimáticamente inactiva *(198,199,200)

H
Fucc<1 —3Gal13 1 —>R

A E
GaINAcc<1 —‘3 GaIW—>3

t
GalJ3l—R Gail j3 1 —‘R
0 ‘A

Fucc~1—’2 Fuccxl —‘2
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Las células de los individuos O sí expresan la estructura precursóra, el antígeno H. Este

precursor se genera por la acción de glucosiltransferasas codificadas por dos genes

independientes el H y el Se, los cuales son “inactivos” en los individuos de fenotipo

Bombay; en los individuos de fenotipo “para-Bombay” sólo el gen H es inactivo *(91>

El término “antígenos de grupo sanguíneo” se ha aplicado a los grupos ABH(O) y

antígenos relacionados, pero constituyen los principales antígenos alogénicos de muchos

tipos de células epiteliales y también se encuentran en neuronas sensitivas primarias
*(91,192,201> Distintos estudios filogenéticos han demostrado que estos antígenos

aparecen más tempranamente en los tejidos ecto o endodérmicos que en los tejidos y

células hematopoyéticas mesenquimales, incluidos los eritrocitos *(91) , por lo que

distintos autores proponen el término de grupos histosanguineos para estos antígenos

carbohidratados alogénicos.

Los determinantes de grupos histosanguineos con sus diferentes hidratos de carbono se

pueden unir a lípidos (ceramidas) o a proteinas y presentarse así como glicolipidos o

como glicoproteinas. Las diferencias antigénicas que se encuentran en un mismo

determinante transportado por el mismo core pero que está unido a una proteina o a un

lípido se desconocen.

Se cree que las dos principales causas de las diferencias antigénicas se centran por una

parte en el estatus de la estructura del core y por otra en el estado de las ramificaciones.

Los distintos glicoconjugados que se encuentran en humanos se han clasificado en
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Estructura del core
interno/unión

Glicoprote¡nas
Uniones N-~lfcosil
Uniones 0-glicosil

Tipo municas
Nucleofoñnas
Proteoglicano
colágeno

Ghcoesfingollipidos
(Neo>lacto-series
Lactosilceramida
Globo-señes
Ganglio-señes

G1cNACB1—>N-Asn

GaiNAcal —‘0-Ser/Thr
GacNAcal -‘O-Serffhr

Xy1B1—’3Ser
Galo 1-‘50 H-Lys

G1cNAcB1 -‘3Galt31-’4GIcft1-~cer
GalO 1-‘4Glcft 1 -‘cer

Galal —~GaIo 1 —>4GlcZ 1 —*Cer
GloNAca 1-’ GalI31-’4GlcI31-~Cer

+

+

+

+

+

• = carrier del epitopo definido; - = Epitopos ausentes o desconocidos.
1 carrier de histogrupos sanguíneos ABH y antígenos relacionados en humanos.

fA,

Además de los sitios de glicosilación básicos en lípidos y proteinas que dan lugar ala

variación en las estructuras oligosacáridas, hay que añadir la complejidad que se origina

por la variación en los disacáridos periféricos de estos oligosacáñdos. Para clarificar esta

situación se propuso el término de “core intemo” para designar la estructura fundamental

sujeta a glicosilación y el término “core periférico” para designar al disacárido periférico

que sirve como nueva estructura precursora para distintas glicosiltransferasas, las cuales

finalizan el proceso de elongación de la cadena.

El fenotipo general de los epitopos ARO no se ve alterado por el dore que los transporta,

sin embargo la variación del core periférico induce variantes antigénicamente distintas de

los epitopos de este fenotipo general. En la tabla III se resumen las principales

glicosilaciones que tienen lugar en este core períferico.

Histogrupo1
sanguíneo



Material y Métodos - 48

El desarrollo de anticuerpos monoclonales capaces de diferenciar las distintas

estructuras del core periférico ha permitido el estudio de las variantes antigénicas del

grupo general ARO con mayor detalle *(202,203,204>

Los 4 tipos de core periférico conocidos que presentan actividad ARO se han clasificado

en:

Tipo 1:Gall3l —>3GlcNAci3l —*R
Tipo 2: Gall3I —* 4GIcNAcB1 --> R
Tipo 3: GaLA —* SGalNAcal —* R
Tipo 4: CaLI —> 3GaINAcB1 —> R
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Estos disacáridos del core periférico se distribuyen diferencialmente en los distintos

glicoconjugados y se muestran resumidos en la tabla IV:

En general, parece ser que en la especie humana la estructura tipo 1 es la más frecuente

en el core periférico (parte inmunorreactiva), mientras que la cadena de oligosacáridos

que forman el core interno está formada por una estructura tipo II de poliN-acetil-

lactosamina.

Los anticuerpos utilizados en nuestro estudio (Laboratorios Sigriet) son específicos de

cadenas tipo 1 y II y los clonos de los que proceden han sido testados y utilizados por

distintos autores en sus diferentes trabajos *<205>

TABLA IV
Tipo

1 2 3 4

GI¡coproteinas
Uniones N-gl¡cos¡l . + + -

Uniones 0-glicosil + + + -“

G/icoesflngollpidcsb
Lacto-series + + (+)c -

Globo-sedes - - - +

Ganglio-sedes - - - +

a Las ganglio y globoseriessepropusieron en principio en base a su inmunorreac~vidad,
pero sus basesquímicas no sehan confirmado.

Los determinantesABH unidos directamente a lactosilceramidas no seinclyen.
La cadenatipo 3 del core periférico sólo seha encontradoen el grupo A asociadoa

glicolípidos.



Material y Métodos - 50

2.4.4. Cara cteristicas de los indicadores pronósticos histopatoí¿gicos.-

La evolución de las pacientes con cáncer de mama es en gran medida impredecible,

algunas fallecen por metástasis en el término de un año en tanto que otras viven

decenios. Existen innumerables estudios clínicos que han demostrado relaciones

estadísticas entre algunos factores pronósticos y dos intervalos importantes en la

progresión del cancer de mama: el momento desde el diagnóstico inicial hasta la primera

recidiva, y el momento hasta la muerte por el cáncer mamario.

Los parámetros histopatológicos que deben estudiarse en cualquier paciente

diagnosticada con carcinoma mamarlo son: el tamaño del tumor, el número de ganglios

afectados, el grado nuclear y el grado histológico.

a) Tamaño del tumor -

El conocimiento de la extensión de la enfermedad en el momento del diagnóstico es

crucial para la evaluación precisa del pronóstico. Muchos estudios han documentado

la relación entre el tamaño de la masa tumoral y las expectativas de supervivencia; el

tamaño del tumor constituye la base del sistema de clasificación TNM (T=tamaño de

tumor, N=n0 de ganglios afectados, M=metástasis). Los tumores de mayor volumen

se acompañan de intervalos más breves hasta la recurrencia o la muerte *(206> La

relación entre el tamaño del tumor y la supervivencia quinquenal parece ser

linealmente independientemente del estado de los ganglios, aunque en el caso de

mujeres sin metástasis en ellos, el efecto adverso del tamaño de la masa tumoral en

la supervivencia parece ser menor que el observado en pacientes con metástasis en
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tales estructuras. Los indices de supervivencia a los 5 años ajustados en base a la

mortalidad prevista para la edad varían de 45% en tumores de más de 5 cm. de

diámetro con afectación ganglionar a 96% en caso de tumores menores de 2 cm. sin

afectación ganglionar *(207)

b) Metástasis en QanQlios axilares. -

La afectación de ganglios linfáticos axilares diagnoéticada sobre bases

histopatológicas es un factor pronóstico importante en el cancer de mama incipiente.

La región axilar es la principal área de drenaje linfático del carcinoma mamario y el

ataque ganglionar constituye un marcador excelente de la posibilidad metastásica de

un tumor.

El pronóstico global es muy satisfactorio en mujeres con enfermedad sin ataque

ganglionar: entre 70 a 75% no tendrán recidiva después de la cirugía primaria y no

necesitarán más tratamiento. En el caso de ataque ganglionar, el indice calculado de

recidiva es mucho mayor, y sólo el 25 a 30% de las personas no tendrán enfermedad

después del tratamiento inicial local. En el caso de tumores de igual tamaño, las

mujeres sin afectación ganglionar tendrán una probabilidad de un 20% mayor de

supervivencia a los 5 años que la que se observa en caso de afectación de ganglios

*(208> La extensión de la afectación ganglionar también es un factor de enorme

importancia en el pronóstico: el número mayor de ganglios afectados guarda relación

con la recurrencia más temprana y la disminución de la supervivencia global. Hay un

decremento neto en el pronóstico en cuanto supervivencia a largo plazo en mujeres
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con cancer mamario, si tienen ataque de cuatro a cinco ganglios, en comparación con

las que tienen un número menor de ganglios ~

c) Grado nuclear -

El cáncer más agresivo se acompaña de algunos rasgos histopatológicos particulares,

y desde hace años se sabe que el alto índice mitótico, la anaplasia nuclear y la poca

diferenciación celular son elementos que predicen un peor pronóstico clínico. Cuando

un patólogo señala que hay incremento del grado histopatolágico o disminución del

nuclear, ello predice casi siempre una recurrencia más temprana o un acortamiento

de la supervivencia global en las mujeres con cancer de mama *1210)

d) Grado histológico. -

Los acontecimientos morfológicos que tienen lugar en el grado de diferenciación del

cancer de mama se ha demostrado que son de gran utilidad, pronóstica, pero hasta

hace poco el grado histológico del tumor no fué aceptado corno un procedimiento de

rutina, principalmente por los problemas que plantea en cuanto a la reproductibilidad y

consistencia. El método de Bloom y Richardson, el más frecuentemente utilizado

desde 1957 *(211> ha sido recientemente modificado con el fin de hacer más objetivos

los criterios de estadiaje *(212> La técnica revisada utiliza la evaluación

semicuantitativa de tres hechos morfológicos: el porcentaje de túbulos formados, el
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grado de pleomorfismo nuclear y el contaje meticuloso de las figuras mitóticas en un

campo definido

1.-Formación de túbulos: cuando más del 75% del área del tumor está compuesta por

túbulos definidos se le asigna una puntuación de 1. A los tumores que presentan

entre el 10 y el 75% de su área con formación de túbulos se les asigna una

puntuación de 2 y cuando los túbulos ocupan el 10% o menos del área tumoral se

asignan 3 puntos.

2.- Pleomorfismo nuclear: para determinar este parámetro se utilizan criterios

cualitativos y cuantitativos. Cuando el núcleo es pequeño, con poco incremento en

el tamaño en relación a las células epiteliales de la mama normal, presenta bordes

regulares y uniformidad en la cromatina y varía poco en tamaño se da una

puntuación de 1. Cuando las células son más grandes que las normales y

presentan un núcleo abierto y vesicular, con nucleolo visible y una moderada

variación en el tamaño y en la forma se le asignan 2 puntos. Una marcada

variación en el tamaño y en la forma, especialmente cuando el núcleo es muy

grande y anómalo, recibe una puntuación de 3; en este grupo el núcleo es

vesicular con nucleolos prominentes y a menudo múltiples.

3.- Contaje mitótico: La actividad mitótica se estima mejor en la periferia del tumor

donde el crecimiento activo es más probable. Es necesario realizar el recuento en

un mínimo de 10 campos y aplicar unos criterios estrictos contando únicamente los

núcleos en los que aparezcan acontacimientos morfológicos claros de metafase,

anafase o telofase. Los núcleos hipercromáticos o apoptósicos no se contabilizan
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y hay que tener un cuidado especial para no confundir los linfocitos con células

tumorales en división. La puntuación se asigna de la siguiente manera: hasta 9

mitosis por 10 campos 1 punto; de lOa 19 mitosis 2 punto~, y más de 20 mitosis 3

puntos.

Para determinar el grado total del tumor se suman las puntuaciones de cada

catergotía dando un resultado total que varía de 3 a 9. El grado del tumor se

distribuye entonces en:

3-5 puntos: grado 1 - bien diferenciado

6-7 puntos: grado II - moderadamente diferenciado

8-9 puntos: grado III - pobremente diferenciado

Existe una correlación altamente significativa entre el grado histológico y el

pronóstico, tanto con el intervalo libre de enfermedad y fundamentalmente con un

peor pronóstico en pacientes con tumores pobremente diferenciados comparados

con los tumores bien diferenciados.

2.5 VALORA ClON DE LOS RESULTADOS

Los resultados fueron evaluados en cada caso y en secciones realizadas en material fijado

en Liquido de Carnoy mediante la tabulación porcentual de las células positivas,

especificando la intensidad de la reacción y su localización celular.
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El número de células positivas varió desde 0 (ausencia de células positivas) a 100% (todas

las células del corte positivas), mientras que la intensidad de la reacción fué fijada en una

escala arbitraria variable entre 0-negativa, 1-debilmente positiva, 2-moderadamente positiva

y 3-intensamente positiva.

25.1. Expresión de Receptores hormonales.-

Para valorar los resultados obtenidos tras la aplicación de los anticuerpos monoclonales

dirigidos contra los receptores de hormonas esteroides se siguieron criterios de

agrupamiento en función del número de células tumorales que presentaban tinción

nuclear. Tanto para el receptor de estrógenos como para el de progesterona se

determinaron tres grupos de probable interes pronóstico: casos con el receptor negativo

en las células tumorales; casos que presentaban un número menor o igual al 20% de las

células tumorales positivas para la tinción y casos con mas del 20% de células tumorales

positivas para los receptores. El sistema de tabulación de los resultados es el mismo que

el descrito por Rarnes R. y su equipo *(213>

2.5.2.-Expresión de los marcadores de praliferacion.-

Los resultados obtenidos tras la tabulación de los marcadores de proliferación nuclear se

analizaron construyendo grupos, como en el caso anterior, en función del porcentaje de

células marcadas en el núcleo para cada uno de los dos anticuerpos utilizados. En el

caso de MIB-1 los casos se dividieron en 3 grupos; un primer grupo lo formaron los casos

en los que no encontramos ninguna célula tumoral marcada, el segundo grupo lo

compusieron los casos que presentaban un número menor o igual al 20% de células
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tumorales positivas para la tinción y el último grupo lo formaban aquellos casos que

exhibían más del 20% de células tumorales marcadas *(214>

En el caso de la PCNA se establecieron 4 grupos: negativos para la tinción; casos que

expresaban el antígeno en menos del 5% de células tumorales; casos que presentaban

entre el 6-20% de células tumorales teñidas y casos que expresaban más del 20% de las

células tumorales positivas para la tinción *(215)

2.5.3.-Expresión de grupos sanguíneas (AB O>:

Para valorar la expresión de los isoantígenos sanguíneos en las células tumorales se

hicieron tres grupos siguiendo los criterios de Tatsuhiko N. y ‘colaboradores *(205): el

primer grupo estaba formado por los casos que no presentaban tinción en ninguna

célula tumoral; el segundo grupo lo formaban los casos que presentaban un número

menor o igual al 50% de células tumorales teñidas y el tercer grupo estaba constituido

por los casos que expresaban más del 50% de células tumorales positivas para la

tinción.

2.5.4.-Expresión de isoantígenos sanguíneos Lewis.-

Para valorar la expresión de los isoantígenos sanguíneos Lewis se hicieron grupos en

base a la expresión de los antígenos tanto en los controles interrios (vasos sanguíneos,

hematíes o tejido mamario normal) como en las células tumorales. De esta forma

obtuvimos tres grupos principales en lo que se refiere a los controles internos: un primer

grupo que presentaba control intemo positivo para la tinción; un segundo grupo que
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presentaba el control intemo negativo para la tinción y un tercer grupo en el que no se

encontró ningún tipo de control interno en la preparación histológica utilizada en la tinción

inmunohistoquimica correspondiente. La ausencia de controles intemos se debía, en la

mayoría de los casos, al pequeño tamaño de la muestra y a la cantidad de secciones

histológicas que fue preciso realizar en cada una de ellas para la realización de las

técnicas. El sistema de tabulación utilizado para las células tumorales fue el mismo que

el descrito para los grupos ABO.

Con estos dos criterios de agrupamiento se construyeron tablas de contingencia con dos

vías de entrada, una para el control y otra para el tumor, obteniendo así 9 subgrupos de

probable interés pronóstico.

2.6 ANALISIS ESTADíSTICO

La circunstancia básica que obliga a acudir al Método Estadístico al pretender obtener

deducciones de un conjunto de datos biológicos estriba en la variabilidad intrínseca de los

mismos.

Los parámetros analizados en un nuestro trabajo son de dos tipos:

=~de centralización: informan alrededor de que valor se agrupan los datos

=~de dispersión: dan una idea de si el agrupamiento es muy disperso o muy concentrado.
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De esta manera se puede sustituir toda la información obtenida en el experimento por sólo

tres valores: El número de componentes, o tamaño de la muestrá; el valor medio, como

medida de centralización, y la desviación típica, como medida de dispersión.

Para comprobar si los resultados de nuestro trabajo se ajustan a una ley teórica utilizaremos

la X2; esta distribución nos permite establecer la conformidad de una distribución

experimental y una distribución teórica; la dependencia o independencia entre caracteres

cualitativos, y el contraste de homogeneidad de un conjunto de muestras.



III. Resultados
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111.-RESULTADOS

En este apartado estudiaremos estadísticamente los resultados obtenidos tras la aplicación de

las técnicas inmunohistoquimicas de tinción y su valoración al microscopio óptico, mediante un

sistema semicuantitativo.

El estudio de los datos se realizó por grupos independientes en cada uno de los cuales se llevó

a cabo un análisis descriptivo de los resultados y un test de asociación de la X2 para establecer

la relación entre la expresión de los isoantigenos sanguíneos con cadauno de los marcadores

tumorales e histoanatomopatológicos utilizados en nuestro trabajo.

Dado el número de anticuerpos utilizados y el volúmen de la muestra, analizaremos

separadamente la expresión de los distintos marcadores para posteriormente establecer la

relación, si la hubiere, entre cada isoantigeno sanguíneo y el resto de los parámetros utilizados

en nuestro estudio.

3.1. Marcadores histoanatomopatológicos.

Los criterios histoanatomopatológicos para la clasificación de los casos se expusieron con

detalle en el apartado de material y métodos.
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3. tI. Tamaño del tumor

De los 88 casos estudiados 61 presentaron un tumor menor o igual a 2 cms.; en 17 el

tumor alcanzó un valor entre 2 y 5 cms.; y en 3 casos el tumor exhibía una medida

superior a los 5 cms. En 7 casos no se pudo determinar el diámetro del tumor debido a

que la muestra procedia de biopsia y no de resección quirúrgica y fue imposible

determinar si la muestra comprendia todo el tumor o éste se extendia más alía del

material remitido.

3. 1.2. Afectación de pan plios linfáticos recilonales

.

45 de los 88 casos analizados en este estudio no presentaron ningún ganglio afectado;

18 mostraron menos de 5 ganglios colonizados; y 10 presentaron afectados mas de 5

ganglios del total de ganglios aislados. En 15 casos la axila no fue reseccionada por lo

que fue imposible el estudio de los ganglios. En 8 de estos 15 casos el tumor era

menor o igual a 2 cm.; en 1 caso el tumor media entre 2 y 5 cm. y en 6 casos el

material procedía de biopsia.

3. 1.3. Grado histológico

.

De los 88 casos analizados 29 se encuadraron según los criterios anatomopatológicos

descritos en el apartado de Material y Metodos como grado 1, 38 correspondieron a

grado II y 21 a grado III.
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3.1.4. Grado nuclear

.

22 de los 88 casos que componen nuestra muestra se diagnosticaron como tumores de

grado nuclear 1, 6 de grado nuclear 1-2; 34 de grado nuclear 2,11 de grado nuclear 2-

3; y 15 de grado nuclear 3.

3.2. Expresión de Receptores hormonales.

3.2. 1. Receotor de estrógenos

.

De los 88 casos útiles para la expresión de receptores hormonales 27 (31%) fueron

negativos para la expresión del receptor de estrógenos, 15 (17%) expresaron el

receptor en menos del 20% de las células tumorales y 46 (52%) lo hicieron en más del

20% de estas células. En la totalidad de los 6lcasos positivos el patrón de expresión

fue nuclear. 20 de los casos mostraron una intensidad de tinción débil, 2 una intensidad

débil-moderada, 13 intensidad moderada, 13 intensidad moderada-fuerte y 13

exhibieron una intensidad fuerte. En las distintas zonas estudiadas se pudo observar

que, en el mismo campo, los núcleos positivos mostraban diferentes intensidades de

tinción. (Figura 1).

3.2.2. Receptor de progesterona

.

Por lo que se refiere al receptor de progesterona, 22 casos (25%) resultaron negativos

para la expresión del receptor, 31<35%) expresaron el marcador en menos del 20% de
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3.3.2. Marcador de proliferacién PCNA (PC 10>

.

En cuanto al marcador PONA 3 casos (3%) fueron negativos para el marcador, 20

(23%) lo expresaron en menos del 5% de las células tumorales, 29 (33%) lo expresaron

en 6-20% de estas células y 36 (41%) expresaban el marcador en mas del 20% de las

células tumorales.

15 casos mostraron intensidad débil, 6 débil-moderada, 18 moderada, 24 moderada

fuerte, y 22 una intensidad fuerte. La tinción se localizó en el núcleo, observándose en

algunos casos una ligera tinción citoplásmica. En las áreas estudiadas se pudo

constatar la presencia de distintas intensidades de tinción denfro de un mismo campo

de observación. (Figura 4).

La media de células con marcaje para este anticuerpo fue del 22%.

3.4. Expresión de grupos sanguíneos (AB O).

De los 88 casos estudiados en nuestro trabajo tan solo 82 fueron útiles para la expresión de

los grupos histosanguineos.

De estos 82 casos 41(50%) resultaron ser grupo A; 7 (8,5%) fueron grupo B; 27 (33%)

fueron grupo O; y 7 (8,5%) fueron grupo AB.
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Los datos expuestos anteriormente se resumen en la figura 1.

AB

3.4.1. Gruyo A

.

De los 41 casos que fueron grupo A, 28 perdieron la expresión del antígeno de grupo

en las células tumorales, lo que representa el 68% del total de casos grupo A; 9 (22%)

expresaron el isoantígeno en menos del 50% de células tumorales; y 4 (10%)

expresaron este marcador en mas del 50% de las células tumorales. (Figura 5).

Después de analizar globalmente la expresión del isoantígeno de grupo sanguíneo A,

se estudió la expresión del resto de los marcadores en cada uno de los subgrupos y se

estableció la relación entre la expresión de los marcadores de probable interés

pronóstico y la expresión del isoantígeno en estudio. Los datos obtenidos se resumen

en la tabla V.

o
330

8,5%
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TABLAV

Expresián Grupo Alresto marcadores
(en número absoluto de casos)

GRUPOA T- . T=5O.% . TS~5O%
RE

-

~
o

Y203W —r

RPg
- mmW~ —r—-r~T203S7

rmm~r
Ki67

- mm
2WW 2W ~ T

~PCNA
T

TZBW Y~ m
mm~w. -r

mm -r
GH ~ ~ T

m
mr

mm
r

GN
mr

flW~
mm

-r
r -r

mr....m
D

DiametroTumor
~5 7 7~

>53~ —w T~ ‘
‘
‘

‘W~~

r mr
Ganglios TW

mr
~ W

-~ mm
-~ m

T: tumor; RE’ receptor estrógenos; Rpg: reopetor progesterona; 51-1: grado histológico; SN: grado
nuclear; 0: tamaño tumor; (-3 n0. de casos en que ninguna célula expresa el marcador correspondiente;
(=3n0. de casos en los que el n0. de células que expresan el marcador es menor o igual al número que
aparece en la leyenda; (>3 n0. de casos en los que las células expresan el mamador en más del número
que aparece en leyenda; ND: no determinado; NA: no aislados.
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Como se puede observar en la tabla, el número de casos (en valor absoluto) que

expresan el isoantígeno A en el tumor aumenta a medida que aumenta la expresión de

los receptores de estrógeno y progesterona, y además, hay que resaltar que los dos

únicos casos con una expresión del receptor de progesterona superior al 20% en las

células tumorales, expresaban también el isoantigeno de grupo A en más del 50% de

estas células. Por lo que se refiere a los marcadores de proliferación cabe destacar que

se observa una disminución del número de casos postivos para la expresión del

antígeno de grupo sanguineo A a medida que aumenta el número de células positivas

para los marcadores Ki-67 (MIR-1) y PONA. En cuanto a los marcadores

histoanatomopatológicos, se observa una pérdida de expresión del isoantigeno de

grupo A según aumenta el grado histológico, el grado nuclear, el tamaño del tumor y el

número de ganglios afectados. Además tambien hay que resaltar, que aunque el

número de casos positivos para la expresión del isoantígeno no varíe radicalmente, si

se observa que disminuye el número de células positivas para el marcador de grupo A.

3.4.2. Gruyo B

.

De los 7 casos que fueron grupo 8, 4 <57%) perdieron la expresión del antígeno de

grupo en las células tumorales, y3 (43%) expresaron el isoantigeno en menos del 50%

de células tumorales. No obtuvimos ningún grupo que expresara este marcador en

mas del 50% de las células tumorales.

Como en el caso anterior, después de analizar globalmente la expresión del

isoantígeno de grupo sanguíneo 8, estudiamos la expresión del resto de los

marcadores en cada uno de los subgrupos y establecimos la relación entre la expresión

de los marcadores de probable interés pronóstico y la expresión del isoantígeno en

estudio. Los datos obtenidos se resumen en la tabla VI.
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TABLA VI

Expresión Grupo Blresto marcadores
(en número absoluto de casos

)

GRUPOB T-
mr
mr

..T=5O%

RE T2flV
T
T

rn~r mr
mrm
~ 2~
mr r

RPg 2WW
rr~

Ki67
mr 2

Y2U7.o7
r~r

T~
mr

w
w

PONA

o~
~W
mr

mrmrm
~~iW ~
mrmrm

mr o
mrmrrn
~T mr ~~~1~~—
mrmrm
mr mr o
mrmrm
-~n~ mr -~w~
~~WW mr —w--’—

w
W2W

GH

ON

mr

D
Diametro Tumor

mrmrm
mr w

mrmrrn

OND~~

Ganglios 7W

r tumor RE receptor estrógenos; Rpg: recpetor progesterona; SI-!: grado histológico; SN: grado
nuclear; 0. tamaño tumor; (-) n~ de casos en que ninguna célula expresa el marcador correspondiente;
(=)n~ de casos en los que el n0. de células que expresan el marcador es menor o igual al número que
aparece en la leyenda; (>) n~ de casos en los que las células expresan él marcador en más del número
que aparece en leyenda; ND: no determinado; IVA: no aislados.
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Como en el caso del isoantígeno A, se observa a partir de los datos obtenidos, que el

número de casos que expresan el isoantígeno A aumenta a medida que aumenta el

número de células positivas para el receptor de estrógenos, si bien no sucede lo mismo

en el caso del receptor de progesterona donde tan solo 2 de los tres casos que

expresan el receptor también expresan el isoantígeno A. En lo que se refiere a los

marcadores de proliferación, los resultados obtenidos revelan que la expresión del

isoantígeno B no varía significativamente con la distinta expresión de los marcadores

Ki-67 y PCNA.. Tampoco se obsevan diferencias significativas de la expresión del

isoantígeno 8 al variar el grado histológico y nuclear, pero sí se constata una pérdida

del isoantígeno a medida que aumenta el tamaño del tumor y el número de ganglios

afectados.

3.4.3. Gruyo AB

.

De los 7 casos que fueron grupo AB, 3 perdieron la expresión de los dos antígenos de

grupo en las células tumorales, lo que representa el 43% del total de casos grupo AB; 2

(28,5%) perdieron la expresión de grupo A y mantuvieron la e*presión de grupo E y 2

(28,5%) mantuvieron la expresión de A y 8. No obtuvimos ningún caso que perdiera la

expresión de grupo A y mantuviera la de B.

Tras analizar globalmente la expresión del isoantígeno de grupo sanguíneo AB,

procedimos de igual manera que en los casos anteriores. Los resultados obtenidos se

recogen en la tabla VII.
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TABLA VII

Expresión Grupo ABlresto marcadores
(en número absoluta de casos

GRUPOAB A-B A~B+ ... A+B+
mr mr mr

RE r ~V- ~
>.20%~.. ~ T~

- mr mr -r
RPg Y2Wr ~ ~

mr mr -r
- mr mr mr

KiS7 T ~ T
- mr mr

PCNA T~ mr ~
6-’20’ mr mr mr

mrmrmr
GH ~1VW mr T ~W

mr mr -r
mrmrmr
mr mr -~ -r

GN T ~Y ~
mr mr mr -r
mr..,.. mr mr -r
mrmrmrr

0 -rr— mr —n
mrmrmrr
mr mr mr -r

- . mr mr
Ganglios YW mr T ~W

mrmrmr
mrmr_

T. tumor; RE: receptor estrógenos; Rpg: recpetor progesterona; SI-!: grado histológico~ SN: grado
nuclear; 0: tamaño tumor; (-) n~ de casos en que ninguna célula expresa el marcador correspondiente;
(=)n~ de casos en los que el n0. de células que expresan el marcador es menor o igual al número que
aparece en la leyenda; (>) n0. de casos en los que las células expresan el marcador en más del número
que aparece en leyenda; ND: no determinadQ NA: no aislados.
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De los resultados obtenidos se desprende que los 3 casos que perdieron la expresión

para los dos antígenos de grupo presentaban expresión para e¡ receptor de estrógenos

en más del 20% de las células tumorales; de los dos casos que perdieron la expresión

para el isoantígeno de grupo A, uno expresaba el receptor de estrógenos en menos del

20% de las células tumorales y el otro en mas del 20%. De los dos casos que

conservaron la expresión para ambos isoantígenos, 1 resultó ser negativo para la

expresión del receptor de estrógenos y otro lo expresó en mas’ del 20% de las células

tumorales. Por lo que se refiere al receptor de progesterona, 1 de los 3 casos negativos

para los dos isoantígenos tambien lo fue para la expresión del receptor, y los otros dos

casos lo expresaron en mas del 20% de las células tumorales. Los dos casos que

perdieron la expresión del isoantigeno A expresaron el receptor de progesterona en

mas del 20% de las células tumorales, y los dos casos que mantuvieron la expresión de

los antígenos de grupo expresaron el receptor de progesterona en menos del 20% de

las células tumorales. En cuanto a los marcadores de proliferación se observó que se

expresaban en un mayor número de células cuando los casos eran negativos para uno

o los dos isoantígenos de grupo y que el único caso que mantuvo la expresión de los

dos isoantígenos sanguíneos fue negativo para Ki-67 y expresó PCNA en menos del

5% de las células tumorales. Por lo que respecta a los marcadores

histoanatomopatológicos hay que resaltar que el mejor comportamiento lo presentaban

los dos casos que mantuvieron la expresión de los 2 isoantigenos de grupo sanguíneo.
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3.4.4. Grupo O

.

De los 82 casos estudiados para la expresión de grupo sanguíneo 27 fueron grupo O.
En ninguna de las pacientes pertenecientes a este grupo se observó cambio fenotípico
de grupo. La relación entre la expresión de grupo O y el resto de los parámetros
analizados en este trabajo se resumen en la tabla VIII.

TABLA VIII
Expresión Grupo Olresto marcadores

(en número absoluto de casos)
GRUPOO

RE 7T?~07 ~

RPg o
o>

mr

m
mr

K167 T=o77
~ mr

P

PCNA o«

m..

GH 1W

mr.

-r

mr

GN r~W

mr

mr

mr

1u

mr

mr

1T

mr
mr
mr

mr
mr

=¿j~x.

0 757

Diametro Tumor ~tW

~T
-—1-—-—

Ganglios ~3T
~
-~

mr
4

mr
mr

T: tumor; RE: receptor estrógenos; Rpg: recpetor progesterona; Gb!: grado histológico; SN: grado
nuclear 0: tamaño tumor (4 n0. de casos en que ninguna célula expresa el mamador correspondiente;
(=)n0. de casos en los que el n0. de células que expresan el marcador es menor o igual al número que
aparece en la leyenda; (>) n0, de casos en los que las células expresan el marcador en más del número
que aparece en leyenda; Nf): no determinado; IVA: no aislados.
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3.5. Expresión de isoantígenos sanguíneos Lewis.

3.5.1. Lewis a

.

Para el estudio de la expresión del isoantigeno Lewis a fueron útiles 85 de los 88 casos

analizados en nuestro trabajo, lo que representa el 97% de la muestra.

De estos 85 casos 50 (59%) fueron positivos para el control interno; 9 (10,5%) no

mostraron tinción en el control interno y en 26 casos (30,5%) en el corte utilizado para

la tinción no aparecía control interno alguno.

De los 50 casos con el control interno positivo 17 (34%) no expresaban el isoantígeno

en células tumorales; 31(62%) lo expresaban en menos del 50% de células tumorales

y tan solo 2 (4%) expresaban más del 50% de células tumorales positivas. <Figura 7).

De los 9 casos que presentaban el control interno negativo para el isoantígeno en

estudio, 8 (89%) no mostraron expresión en células tumorales; tan solo 1 caso (11%)

expresó menos del 50% de células tumorales postivas para este marcador, y no

obtuvimos ningún caso que expresara el isoantígeno en mas del 50% de células

tumorales.

De los 26 casos que no presentaban control interno en el corte utilizado, 15 (58%)

fueron negativos para la tinción en las células tumorales; 8 (31%) presentaron menos

del 50% de células tumorales positivas para el isoantigeno y 3 (11%) lo expresaron en

mas del 50% de células tumorales.
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Los datos anteriormente expuestos se resumen en la tabla IX.

TABLA IX Expresión de Lewis a

Lea

T=50% T>50% TOTAL
17 31 2 50
8 1 0 9

NoC 15 8 3 26
TOTAL 40 40 5 85

C: control para la expresión de Le3 ; Ncc: no se encontró control en la muestra analizada; 7? tumor (U
ninguna célula expresó Lea en tumor <=o >»menos o más del número expresaron Lea en tumor

Después de analizar globalmente la expresión del isoantígéno Lea, se estudió la

expresión del resto de los marcadores en cada uno de los subgrupos y se trató de

establecer una relación entre la expresión de los marcadores de probable interés

pronóstico y la expresión del isoantígeno en estudio. Los datos obtenidos se sumarizan

en la tabla X.
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TABLA x - Expresión Le’ lresto marcadores
(en número absoluto de casos)

C+T- C+T=50 c+TS50: C-T< C-Th50. t~4>5~ NoCt . NoCT=50 . NoC1YSO.

RE

- 1 6 0 5 0 0 10 1 2

=20 2 7 0 2 0 O 1 2 0

>20~ 14 18 2 1 1 O 4 5 1

RPg

- 2 6 1 4 0 O 5 3 0

=20 6 11 0 4 0 0 4 1 3

>20 9 14 1 0 1 0 6 4 0

Ki67

2 2 0 0 0 0 0 0 1

=20.. 10 23 2 6 1 0 8 5 1

>20 6 6 0 2 0 0 7 3 1

PONA

=5 3 8 1 3 0 0 3 1 0

6-20 6 12 1 0 0 0 5 4 1

>20 8 11 0 6 1 0 6 3 2

GH

7 12 0 2 0 0 3 4 0

II 8 12 2 4 1 0 6 3 1

III 2 7 0 2 0 0 6 1 2

GN

1 4 11 0 1 0 0 4 2 0

1-2 0 3 0 1 0 0 0 1 0

2 8 7 2 4 1 0 5 4 2

2-3 1 5 0 1 0 0 3 1 1

3 4 5 0 1 0 0 3 0 0

Ganglios

- 9 18 0 4 1 0 6 5 1

=5 4 6 1 2 0 0 2 1 1

>5 1 1 1 1 0 0 5 0 1

NA 3 6 0 1 0 0 2 2 0

0

=2 12 21 2 6 1 0 11 5 1

2-5 3 8 0 1 0 0 1 2 2

>5 1 0 0 1 0 0 1 0 0

NO 1 2 0 0 0 0 2 1 0
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Los datos obtenidos revelaron que en los casos en los que el control interno era

positivo para la expresión del isoantígeno Lea, la expresión de éste isoantígeno en las

células tumorales era superior en aquellos casos que también presentaban el receptor

de estrógenos y progesterona positivos . No se encontró ningún caso con el control

interno negativo que expresara el isoantígeno en estudio en las células tumorales y que

además expresara positividad para el receptor de estrógenos, y tan sólo un caso fue

positivo para el receptor de progesterona y además expresó el isoantígeno Lea. En los

casos en los que no fue posible valorar el control interno se observo un aumento de la

expresión del isoantígeno de grupo Lea en las células tumorales que también

expresaban positividad para el receptor de estrógenos y progesterona.

En cuanto a la expresión de los marcadores de proliferación, se pudo comprobar que

en los casos con el control interno positivo, la máxima expresión del isoantigeno

correspondía a los casos que expresaban Ki-67 en un número menor o igual al 20% de

las células tumorales y que también expresaban PCNA en ménos del 20% de estas

células. Tan solo un caso con el control interno negativo expre~ó el isoantígeno Lea en

menos del 50% de las células tumorales, y además este caso exhibía una positividad

para Ki-67 de menos del 20% de las céluas tumorales y lo mismo sucedía en el caso

del PCNA. Los casos en los que no obtuvimos control interno mostraban menor

expresión del isoantígeno en estudio a medida que aumentaba )a expresión para Ki-67;

en cuanto al PCNA , el número de casos negativos para la exprésión del isoantígeno en

el tumor pasó de 3 cuando las células que expresaban PQNA presentaban como

máximo el 5% de células marcadas a 6 cuando el número de células positivas para el

marcador de proliferacion era superior al 20%.
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15.2. LEWIS b

.

Para el estudio de la expresión del isoantígeno Leb fueron útiles 87 de los 88 casos

analizados en nuestro trabajo, lo que representa el 99% de la m~Jestra.

De estos 87 casos 51(59%) fueron positivos para el contrál interno; 17 (19%) no

mostraron tinción en el control interno y en 19 casos (22%) en el corte utilizado para la

tinción no aparecía control interno alguno.

De los 51 casos con el control interno positivo 14 (27%) no expresaban el isoantígeno

en células tumorales; 34 <67%) lo expresaban en menos del 59% de células tumorales

y tan solo 3 (6%) expresaban más del 50% de células tumorales positivas. (Figura 8).

De los 17 casos que presentaban el control interno negativo para el isoantígeno en

estudio, 8 (47%) no mostraron expresión en células tumorales; 7 casos (41%)

expresaron menos del 50% de células tumorales postivas para este marcador, y 2

(12%) expresaron el isoantígeno en mas del 50% de células tumorales.

De los 19 casos que no presentaban control interno en el corte utilizado, 7 (37%) fueron

negativos para la tinción en las células tumorales; 11 (58%) presentaron menos del

50% de células tumorales positivas para el isoantígeno y 1 (5%) lo expresó en mas del

50% de células tumorales.
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Los datos anteriormente expuestos se resumen en la tabla Xl.

TABLA Xl (Expresión Lewis b)

Leb

T=50 T>50 TOTAL
14 34 3 51

O- 8 7 2 i 17
NoC 7 11 1 19

TOTAL 29 52 6 87

C: control para la expresión de Lea; Ncc: no se encontró control en la muestra analizada; 7? tumor ~

ninguna célula expresó Lea en tumor (=o >»menos o más del número expresaron Lea en tumor

Como en el caso anterior la relación de la expresión del isoanti~eno Le b, y el resto de

los marcadores en cada uno de los subgrupos se resume en la tabla XII.
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TAELA Xíí Expresión Leb lresto marcadores

(en número absoluto de casos>

0+1- C+T=5O 04ESo CVCt5ol c:T~5o:: NoCil NoCT=50 NoCT>60

RE

- 5 4 1 3 2 1 4 6 0

=20 1 10 0 1 1 0 1 1 1

>20 8 20 2 4 4 1 2 4 0

RPg

- 2 8 1 3 1 0 4 3 0

=20. 8 9 0 3 3 2 2 1 1

>20 4 17 2 2 3 0 1 7 0

KiB7

0 2 0 0 2 0 0 0 0

=20.. 12 22 3 6 4 2 2, 8 0

>20 2 10 0 2 11 0 5 3 1

PCNA

=5 3 10 1 3 0 0 2 1 1

6-20 5 11 1 3 2 1 0 3 0

>20 6 11 1 2 2 1 5~ 7 0

CH

5 11 2 3 2 1 1 2 0

II 6 13 0 4 4 0 3 6 1

III 3 10 1 1 1 1 3 3 0

GN

1 5 8 0 1 2 0 1 3 0

1-22 2 1 1 0 0 0’ 0 0

2 4 11 1 4 3 2 3 6 1

2-3 2 6 1 0 1 0 2 2 0

3 1 7 0 2 1 0 1; 2 0

Ganglios

5 15 2 6 3 0 2, 8 0

=5 3 9 1 0 1 2 2 0 0

>5 2 2 0 1 1

NA 4 6 0 0 2 0 2 1 0

0

=2 10 24 3 7 6 1 5 6 0

2-5 3 6 0 1 1 1 1 ¡ 3 0

>5 0 1 0 0 0 0 0 1 1

ND 1 3 0 0 0 0 1 1 0
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Los datos obtenidos demuestran que en los casos con el control interno positivo para el

isoantígeno sanguíneo, el número de casos que lo expresan pn el tumor aumenta a

medida que aumenta la expresión para el receptor de estrógenos y progesterona. Lo

mismo sucede para los casos que presentan el control interño negativo y para los

casos en los que no se obtuvo control interno. También se pud9 observar que entre los

casos con el control interno positivo para Leb, los que expresaban el isoantígeno en

mayor grado correspondían con los que mostraban una expresión para Ki-67 menor o

igual al 20% de las células tumorales; la mayor expresión para !.eb también se observó

en los casos que mostraban una positividad para PCNA no superior al 20% de las

células tumorales. La expresión tumoral del isoantígeno en los casos que el control

interno era negativo, fue más variable, observándose tanto en las células que

presentaban el menor marcaje para los antígenos de proliferación como en las que

presentaban un marcaje superior al 20% de las células tumor~les. El comportamiento

de los casos que no presentaban control interno fue equiparable al de los casos con el

control interno positivo. Por otra parte, y en los casos con el control interno positivo, se

observó expresión del isoantígeno Leb en todo el espectro del grado nuclear e

histológico, pero se pudo constatar una disminución de los casos positivos para el

isoantígeno a medida que aumentaba el número de ganglios aféctados y el tamaño del

tumor; en los casos con el control interno negativo y en los casos que no presentaban

control interno, la expresión del isoantigeno en relación con los marcadores

histoanatomopatológicos fue sumamente variable.
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3.5.3. LEWISx

.

Para el estudio de la expresión del isoantígeno Lewis x fueron útiles 87 de los 88 casos

analizados en nuestro trabajo, lo que representa el 99% de la muestra.

De estos 87 casos 50 (57%) fueron positivos para el control interno; 4 (5%) no

mostraron tinción en el control interno y en 33 casos (38%) en el corte utilizado para la

tinción no aparecía control interno alguno.

De los 50 casos con el control interno positivo 18 (36%) no expresaban el isoantigeno

en células tumorales; 25(50%) lo expresaban en menos del 50% de células tumorales

y 7 (14%) expresaban más del 50% de células tumorales positivas. <Figura 9).

De los 4 casos que presentaban el control interno negativo para el isoantígeno en

estudio, 1 (25%) no mostró expresión en células tumorales; 3 casos (75%) expresaron

menos del 50% de células tumorales postivas para este marcádor, y no encontramos

ningún caso que expresara el isoantígeno en mas del 50% de células tumorales.

De los 33 casos que no presentaban control interno en el cqrte utilizado, 13(39%)

fueron negativos para la tinción en las células tumorales; 16 (49%) presentaron menos

del 50% de células tumorales positivas para el isoantigeno y 4 (12%) lo expresaron en

mas del 50% de células tumorales.

Los datos anteriormente expuestos se resumen en la tabla XIII.
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TABLA XIII (Expresión Lewis x)

Lex

T=50 T>50 TOTAL
18 25 7 50

1 3 0 4
NaO 13 16 4 33

TOTAL 32 44 11 87

C: control para la expresión de Lea ; Noc; no se encontró control en la muestra analizada; 1? tumor <U
ninguna célula expresó Lea en tumor; (=o >): menos o más del número expresaron Lea en tumor.

La relación de este isoantigeno con el resto de los marcadores utilizados en nuestro

estudio se resumen en la tabla XIV.
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TABLA xív - Expresián Lea/ resto marcadores

(en número absoluto de casos)

C+T- C+T=50C4-T>50 c4< C4~5OC-TS50 NoCT>50

RE

- 5 5 1 1 0 0 6 7 2

=20 5 5 1 0 0 0 2 0 1

>20 8 15 5 0 3 0 5 9 1

RPg

- 4 4 3 1 0 0 6 3 1

=20 6 10 3 0 1 0 4 4 2

>20 8 11 1 0 2 0 3 9 1

Ki67

- 1 0 2 0 0 0 1 0 1

=20. 10 19 4 1 2 0 9 11 1

>20 7 6 1 0 1 0 3 5 2

PCNA

=5 4 6 2 0 1 0 2 2 2

6-20 7 7 2 1 0 0 5 6 0

>20 7 12 3 0 2 0 6 6 1

OH

6 9 2 0 0 0 4 6 1

II 8 11 3 0 2 0 6 2

III 4 5 2 1 1 0 4 4 1

ON

1 5 6 3 0 0 0 3, 4 1

1-2 0 3 0 0 1 0 2 0 0

2> 6 11 2 0 1 0 4 7 2

2-3 3 2 1 0 0 0 3 2 1

3 3 3 1 1 1 0 3 0

Ganglios

- 10 9 7 0 2 0 8 7 1

=5 4 8 0 1 0 0 2 2 1

>5 0 4 0 0 1 0 1 3 1

NA 4 4 0 0 0 0 2 4 0

0

=2 14 16 5 1 3 0 9 ¡ 13 1

2-5, 4 4 2 0 0 0 3 2 2

>5 0 2 0 0 0 0 0~ 1 0

NA 0 3 0 0 0 0 1 0 1
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Como se puede observar, en los casos positivos para el control interno, el número de

casos positvos para la expresión en el tumor aumenta a medida que aumenta la

expresión para el receptor de estrógenos y progesterona. Este mismo hecho se

observó en los casos con el control interno negativo y en los casos en los que no se

obtuvo control interno. El comportamiento de la expresión de ese marcador en relación

al resto de los parámetros analizados en este estudio es exactamente igual al descrito

para la expresión del isoantígeno Leb.

3.5.4. LEWIS y

.

Para el estudio de la expresión del isoantígeno Lewis y fueron útiles 85 de los 88 casos

analizados en nuestro trabajo, lo que representa el 97% de la muestra.

De estos 87 casos 55 (65%) fueron positivos para el confrol interno; 2 (2%) no

mostraron tinción en el control interno y en 28 casos (33%) en el corte utilizado para la

tinción no aparecía control interno alguno.

De los 55 casos con el control interno positivo no encontramos ninguno que no

expresara el isoantígeno en el tumor, 22 (40%) lo expresaban en menos del 50% de

células tumorales y 33(60%) lo expresaban más del 50% de células tumorales

positivas. (Figura 10).

De los 2 casos que presentaban el control interno negativo para el isoantígeno en

estudio, los dos expresaban el isoantígeno en menos del 50% de células tumorales.
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De los 28 casos que no presentaban control interno en el corte útil izado, 3 (11%) fueron

negativos para la tinción en las células tumorales; 5 <18%) preséntaron menos del 50%

de células tumorales positivas para el isoantígeno y 20(71%) lo expresaron en mas del

50% de células tumorales.

Los datos anteriormente expuestos se resumen en la tabla XV

TABLAXV (Expresión Lewis y)

LeY

T- T=50 T>50 TOTAL
0 22 33 55
0 2 0 2

NoC 3 5 20 28
TOTAL 3 29 53 85

C: control para la expresión de Lea ; Ncc: no se encontró control en la muestra analizada; 7? tumor (U
ninguna célula expresó Le~ en tumor ~=o>): menos o más del número expresaron Lea en tumor

Como en los casos anteriores, después de analizar globahente la expresión del

isoantigeno LeY, estudiamos la expresión del resto de los marcadores en cada uno de

los subgrupos.Los datos obtenidos se recogen en la tabla XVI.
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TABLA xví - Expresión Le~ ¡resto marcadores ( número de césos>

C+T- C+T=50..04>50 ;C-T- Cn$50 NÓcT: .NoCT=50 NoCT=>50

RE

0 7 7 0 0 0 2f 2 8

=20 0 2 10 0 0 0 0 0 3

>20 0 13 16 0 2 0 1 3 9

RPg

- 0 6 7 0 0 0 0 2 6

=20 0 4 15 0 2 0 1 1 5

>20 0 8 12 0 0 0 1 1 2 4

Ki67

- 0 1 0 0 1 0 0 2

=20 0 13 21 0 1 0 2 ¡ 3 14

>20t 0 8 12 0 0 0 1 2 4

PCNA

=5 0 2 8 0 2 0 1 3 3

6-20 0 7 10 0 0 0 1 1 9

>20.. 0 12 15 0 0 0 1 1 7

GH

0 8 9 0 2 0 2 2 6

II 0 6 15 0 0 0 1 2 9

III 0 8 9 0 0 0 0 1 4

GN

1 0 6 6 0 1 0 2 1 5

1-2 0 2 2 0 0 0 0 0 1

2 0 6 11 0 1 0 1 3 10

2-3 0 2 8 0 0 0 0 1 1

3 0 6 6 0 0 0 0 0 2

Ganglios

- 0 12 17 0 2 0 2 3 8

=5 0 6 8 0 0 0 1 0 2

>5 0 0 3 0 0 0 0 0 6

NA 0 4 5 0 0 0 0 2 3

0

=2 0 17 23 0 2 0 1 3 13

2-5 0 3 6 0 0 0 2 1 4

>5 0 0 2 0 0 0 0 0 1

NO 0 2 2 0 0 0 0 1 1
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De los datos resumidos en la tabla se desprende que ningún caso con el control interno

positivo, perdió la expresión del isoanígeno LeY en su totalidad y además, los 16 casos

que expresaban el isoantigeno en mas del 50% de las células tumorales también

expresaban el receptor de estrógenos en más del 20% de las células, mientras que la

expresión máxima del isoantigeno se correspondía con una expresión para el receptor

de progesterona menor o igual al 20%. Tampoco se encontró ningún caso que con el

control interno negativo expresara el isoantígeno en el tumor en mas del 50% de las

células tumorales; y los 2 únicos cas¿s que expresaron el isoantígeno en el tumor

también expresaban positividad para el receptor de estrógenos en más del 20% de las

células y para el de progesterona en un número menor o igual al 20%. En los casos en

los que no se encontró control interno, un único caso expresó Ki-67 en más del 20% de

las células y 1 expresó PCNA en menos del 5% de las células tumorales; la máxima

expresión del isoantígeno en los casos sin control interno se correspondía con una

expresión de Ki-67 menor o igual al 20% y con una expresión para PONA entre el 6-

20% de las céllulas tumorales. Por lo que concierne a los marcadores

histoanatomopatológicos, la máxima expresión del isoantígeno Le~ en las células

tumorales, y en los casos con el control interno positivo, se obtuvo en aquellos casos

que presentaban un grado histológico II y un grado nuclear 2, el tamaño del tumor no

superaba los 2 cmts. y no mostraban afectación ganglionar; los 2 casos con el control

interno negativo presentaron grado histológico 1, grado nuclear 1 y 2, respectivamente,

no afectación ganglionar y una masa tumoral menor a los 2 cmts. La relación existente

entre los parámetros morfológicos y los casos en los que no se pudo determinar el

control interno, fue igual a la descrita para los casos con el control interno positivo.







IV. Discusión
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1V-DISCUSIÓN

En este apartado analizaremos, por una parte, el procedimiento técnico utilizado y su validez

para la demostración de marcadores tumorales y de grupo sanguíneo; en segundo lugar

estudiaremos la utilidad de los marcadores empleados para este trabajo y su probable valor

pronóstico y por último, discutiremos los resultados obtenidos en nuestro estudio tomando

como base los datos existentes en la literatura.

4.tAnális¡s de los procedimientos técnicos utilizados.

La Inmunohistoquimica ha sido uno de los avances más significativos en la patología

diagnóstica durante la última década. Los estudios inmunohistoquimicos han sido

extremadamente útiles en la evaluación de los tumores pobremente diferenciados y en el

esclarecimiento de otras patologías, en base a sus diferencias antigénicas. Junto a las

aplicaciones diagnósticas, la Inmunohistoquimica ha contribuido al conocimiento de la

naturaleza celular de muchos tumores y ha ayudado a clarificar la taxonomía tumoral y el

concepto de las interrelaciones en las neoplasias. El rápido desarrollo de la

Inmunohistoquimica en el diagnóstico procede del descubrimiento de nuevas moléculas del

citoesqueleto y la superficie celular y de la producción de anticuerpos monoclonales dirigidos
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contra ellos, y del desarrollo de técnicas inmunoenzimáticas de detección sumamente

sensibles y que se pueden visualizar al microscopio *(216>

La inmunodeteccián de antígenos es un proceso en dos pasos que requiere en primer lugar la

unión de un anticuerpo al antígeno que queremos demostrar, y en segundo, la detección y

visualización del anticuemo unido, por medio de un sistema de enzimas cromogénicos.

El reactivo común y principal de todas las técnicas inmunohistoquimicas es el anticuerpo. Los

antisueros que contienen anticuemos específicos para un número cada vez mayor de

antígenos tisulares con utilidad clínica, han aumentado enormemente la cantidad y calidad del

repertorio inmunohistológico.

Para explotar plenamente la utilidad de los métodos inmunohistoquimicos de tinción es

necesario un conocimiento previo de los anticuerpos y sus potenciales y también de sus

limitaciones.

Los anticuerpos utilizados en nuestro estudio son anticuerpos monoclonales; la elección de

este tipo de anticuemos frente a los anticuerpos policlonales se realizó en base a su alta

homogeneidad, ausencia de anticuerpos inespecíficos, fácil caracterización y ausencia de

variabilidad en los distintos lotes. Sin embargo, también hubo que tener en cuenta algunos

inconvenientes que presentan estos anticuemos:1 .- los métodos de screening de los clonos

utilizados y de control de calidad deben ser idénticos a los métodos para los cuales el

anticuerpo fue diseñado; 2.-muy frecuentemente los anticuerpos monoclonales se caracterizan

utilizando tejidos congelados, y posteriormente se utilizan en muestras fijadas; 3.- el epitopo

diana debe sobrevivir a la fijación. En algunos casos, un antígeno puede soportar los efectos
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de la fijación, por ejemplo en formaldehido, pero el epitopo particular con el que reacciona el

anticuerpo monoclonal no. De forma similar, la reactividad de un epitopo tras unas condiciones

óptimas de fijación no asegura necesariamente su supervivencia bajo condiciones diferentes.

4.- el epitopo elegido debe ser único en el antígeno. Una de las mayores ventajas que ofrecen

los anticuerpos monoclonales se perderá si el anticuerpo se utiliza contra un epitopo

compartido por dos o más antígenos diferentes.

Las condiciones en las que se realiza la fijación repercuten de manera esencial en el resultado

de las técnicas Inmunohistoquimicas, por ello debe tenerse en cuenta que:

=~ Los fijadores que actúan por precipitación de proteínas (como los fijadores ácidos de Bouin

o Carnoy), el alcohol etílico y los compuestos a base de metales pesados (como el 85 o el

Liquido de Zenker), suelen producir mejores resultados que los fijádores que actúan por

reticulación (como el formaldehido) o los que contienen oxidantes, como la solución de Helly

(Zenker-formol).

=t~ El tiempo de fijación debe ser el necesario para preservar la imagen histológica: un exceso

de fijación reduce la inmunorreactividad de los tejidos.

~ EL efecto de cada fijador sobre un antígeno puede ser distinto según la localización

histológica y anatómica de dicho antígeno.

=~ En muestras de gran volumen, la fijación por inmersión en la solución fijadora proporciona

resultados variables en cuanto a la positividad inmunohistoquimica, ya que las zonas mejor

fijadas se teñirán más que las situadas más profundamente.
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Existen determinantes antigénicos de superficie o receptores nucleares cuya determinación

en tejidos fijados no proporciona buenos resultados.

zt~ La fijación debe ser inmediata para evitar la autolisis.

De lo anteriormente se expuesto se deduce que el proceso de fijación es clave para la

obtención de buenos resultados en la realización de técnicas inmunohistoquimicas, y que el

fijador ideal no existe, por lo que a la hora de elegir la mezcla fijadora para llevar a cabo

cualquier tipo de estudio hay que considerar detenidamente la estructura que queremos

demostrar, su localización histológica, celular y anatómica y sus características bioquímicas.

El formaldehido disminuye la inmunorreactividad de los antígenos tisulares porque produce

reacciones cruzadas entre los grupos amino terminales de las proteínas que se encuentran

fundamentalmente en los residuos de lisina.

Los fijadores ácidos que actúan por precipitación de proteínas y contienen ácido pícrico o ácido

acético preservan mejor que los alcoholes y la formalina la antigenicidad de Inmunoglobulinas y

polipéptidos así como los Hidratos de Carbono.

La acción fijadora del Líquido de Carnoy es extremadamente rápida, deshidratando el tejido al

mismo tiempo.

En nuestro trabajo elegimos este fijador, después de contrastar la efectividad de las técnicas

utilizando otros fijadores, ya que con él obtuvimos una buena preservación de la estructura

tisular y celular y una inmunorreactividad de los determinantes antigénicos muy satisfactoria.
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El restablecimiento de la inmunorreactividad tisular, en los casos en los que fue necesario, se

realizó por métodos enzimáticos y por la utilización de altas temperaturas en microondas.

La digestión enzimática es útil principalmente para los métodos realizados sobre tejidos fijados

en formaldehido, sin embargo, no mejora demasiado la inmunotinción de tejidos fijados en

mezclas fijadoras como el Líquido de Carnoy; además, la digestión enzimática si es excesiva

puede llegar a producir la destrucción del tejido; por digestión del antígeno puede debilitarse la

tinción o crear falsos negativos y además se pueden desenmascarar fragmentos proteicos

comunes a diversos antígenos y por tanto incrementar la tinción inespecífica.

El mecanismo de acción de la recuperación de antígenos por medio de microondas no se

conoce con exactitud. Shi y su equipo defienden la hipótesis de que el efecto de las reacciones

cruzadas producidas por la fijación en formaldehido se alteran al calentar las muestras en

microondas *(217)

Este método de recuperación de antígenos está plenamente establecido en todos los

Laboratorios de Anatomía Patológica y son muchos los distribuidores que recomiendan este

método de desenmascaramiento antigénico en la hoja de datos de sus anticuerpos.

Por otra parte son muchas las publicaciones que hacen referencia a este sistema,

fundamentalmente aquellas que se refieren a los marcadores de proliferación celular y a la

demostración de hormonas esteroides en secciones fijadas y embebidas en parafina
*(21 8,219,220,221)
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La elección del método de tinción es el segundo punto a tener en cuenta antes de realizar

cualquier técnica Inmunohistoquimica.

Tradicionalmente los métodos de detección inmunohistoquimicos se han clasificado en dos

grandes grupos: métodos directos y métodos indirectos.

a) Métodos directos

:

Son los procedimientos más sencillos, de un solo paso; es decir tan solo aplicamos el

anticuerpo específico frente al antígeno que deseamos demostrar. Dicho anticuerpo se halla

conjugado con el marcador (fluorocromos o metales electrodensos),el cual, directamente o

tras una serie de reacciones histoquimicas, se hace ‘visible” al microscopio.

Como ventaja de este método podríamos señalar que la aplicación de una sola incubación

con anticuerpo reduce la posibilidad de aparición de uniones inespecíficas, al mismo tiempo

que representa una técnica de rápida ejecución. La desventaja seria que utiliza anticuepos

conjugados con marcadores, lo que puede suponer una alteración de la molécula de

Inmunoglobulina, pudiéndose ver afectadas su afinidad o especificidad. Otro aspecto

negativo es la necesidad de disponer de tantos anticuerpos marcados como antígenos

queramos demostrar.

b) Métodos indirectos

:

En ellos el primer anticuerpo utilizado, que es específico para el antígeno que queremos

demostrar, no se halla conjugado con el marcador (aunque en algunas variantes de estos
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métodos se encuentra conjugado con diversas sustancias, con el fin de poder prolongar la

cadena de enlaces específicos entre el antígeno y el marcador), por lo que debemos utilizar

un segundo anticuerpo (lg), desarrollado en un animal de diferente especie que el primero,

frente al primer anticuerpo. El segundo anticuerpo puede estar marcado o no; en este último

caso, se prolonga la cadena utilizando un nuevo anticuerpo, desarrollado en la misma

especie animal que el primero, el cual nos permitirá alcanzar el último eslabón, es decir, el

marcador.

Los métodos indirectos aventajan a los directos en que son más sensibles, pero la

aplicación de diferentes anticuerpos en una misma técnica aumenta el riesgo de uniones

inespecíficas y además son, por el número de pasos, más laboriosos; al mismo tiempo, no

se requiere disponer de una batería de anticuerpos primarios marcados.

Dentro de los procedimientos indirectos, y partiendo de la forma más simple (dos capas de

anticuerpos), se han descrito diversas variantes, teniendo presente que cada una de ellas

tiene sus ventajas y sus inconvenientes, por lo que deberemos elegir en cada caso el

procedimiento más idóneo.

En nuestro trabajo hemos utilizado dos métodos indirectos en 3 pasos: el ABC y el B-SA.

El método de detección por medio del complejo Avidina-Riotina (ABC) es un procedimiento

muy sensible que se basa en la elevada afinidad que poseen entre si las moléculas de

Biotina y las de Avidina, de forma que se genera un fuerte enlace no ¡nmune.
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La avidina es una glicoproteina de PM 68.000 que presenta una afinidad de 10-15 M-1 por la

molécula de la vitamina Biotina *(222) Puesto que esta afinidad es más de un millón de

veces superior que la de los anticuerpos por muchos antígenos, la unión de la Avidina a la

Biotina es esencialmente irreversible.

Además de la elevada afinidad, el sisiema ABC se puede utilizar con gran efectividad

debido a que los 4 sitios de unión que presenta la Avidina para la Biotina y otras proteínas

(que incluyen anticuerpos y enzimas) pueden conjugarse con distintas moléculas de Riotina.

Este método fue introducido en 1981 para localizar una gama de antígenos

histológicamente significativos y otros marcadores de interés biológico *(223,224)

La técnica emplea anticuerpos primarios no marcados, seguidos de un anticuerpo

secundario biotinado y en un tercer paso utiliza un complejo macromolecular preformado

con avidina y peroxidasa de rábano picante biotinada.

Aunque la estructura del macrocomplejo todavía no se ha definido, existen datos que

sugieren que está constituido por varias moléculas de peroxidasa de rábano picante

biotinada que se une mediante reacciones cruzadas a la Avidina en un anillo tridimensional.

El complejo tiene, aparentemente, pocos residuos de Biotina expuestos, pero presenta al

menos un sitio de unión. La formación del complejo se produce mezclando Avidina con la

peroxidasa en una solución de PBS. Después de la incubación inicial parece que se

produce un cambio en el complejo a juzgar por el incremento en la sensibilidad de la tinción.
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La elevada sensibilidad y los codos tiempos de incubación que se requieren se podrían

atribuir al número de moléculas activas de peroxidasa asociadas al domplejo y a la rápida e

irreversible interacción de dicho complejo con el anticuerpo biotinado.

La escasa tinción de fondo que proporciona el sistema se debe probablemente a las

elevadas diluciones del antisuero primario y los demás reactivos utilizados en el método.

A diferencia de la técnica PAP, la cual requiere el uso de anticuerpos peroxidasa-

antiperoxidasa obtenidos de diferentes especies, el método ABC utiliza un anticuerpo

secundario biotinado general y un complejo Avidina-peroxidasa universal *(223> Este hecho

es importante ya que los anticuerpos antiperoxidasa obtenidos de distintas especies no

están siempre disponibles. Además, en la técnica PAP, el anticuerpo ‘puente’ o de “unión’

debe presentar al menos uno de sus dos sitios de unión al anticuerpo disponible para

reaccionar con el complejo PAP, por lo que se requiere un exceso de este reactivo para

obtener la máxima sensibilidad. Puesto que la Biotina unida al anticuerpo secundario sirve

como “puente en la técnica ABC, se necesita mucha menos cantidad de anticuerpo y,

además, a diferencia de la unión Antígeno-anticuerpo, la unión Avidina-Biotina es

irreversible *(224)

El segundo sistema de detección utilizado en nuestro estudio es el B-SA (sistema Biotina-

Streptavidina amplificado). Este sistema utiliza la Streptavidina como sustituto de la Avidina

porque presenta las siguientes ventajas: 1.-La streptavidina no contiene Hidratos de

Carbono que podrían unirse inespecíficamente a sustancias semejantes a Lectinas que se

pueden encontrar en tejidos normales como riñón, hígado, cerebro o células gigantes

~<225,226)2.-El punto isoeléctrico de la Streptavidina está próximo a la neutralidad, mientras
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que la Avidina tiene un punto isoeléctico de 10; como consecuencia, los conjugados de

Streptavidina no exhibirán los efectos de las uniones inespecíficas característicos de los

conjugados de Avidina, los cuales presentan cargas positivas en condiciones fisiológicas.

Además, en el sistema 6-SA la enzima está directamente conjugada con la Streptavidina, lo

que da como resultado un reactivo más estable (con una vida media que sobrepasa el año)

en contraste con el sistema ABC que debe prepararse inmediatamente antes del uso.

El sistema utilizado en nuestro trabajo (StraviGen Super Sensitive Detection System;

Laboratorios BioGenex;4600 Norris Canyon Road, San Ramon CA 94583) utiliza un

anticuerpo puente modificado de tal forma que permite la unión de un mayor número de

moléculas de Biotina sin que esto afecte a la afinidad de unión; por otra parte, el

procedimiento de conjugación de la enzima marcadora a la Streptavidina permite el máximo

marcaje de dicha molécula con varias enzimas. El efecto combinado de estos dos hechos

incrementa notablemente la señal generada por la unión antígeno-anticuerpo con respecto a

cualquier otro sistema indirecto de detección.

Para una máxima sensibilidad se prefiere utilizar como enzima marcadora la Fosfatasa

Alcalina a la Peroxidasa, ya que los sustratos utilizados con la primera tienen un turnover y

un coeficiente de extinción mayor *(227)

Los sistemas de revelado son el último paso en cualquier técnica inmunohistoquimica.

El revelado de la peroxidasa se lleva a cabo mediante la producción de un precipitado

insoluble local, por acción de la enzima con su sustrato, el peróxido de oxigeno, para formar

un complejo PR-H202, el cual reacciona sobre una sustancia, el cromógeno, capaz de
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ceder electrones, originándose una molécula coloreada, que es el precipitado observado al

microscopio. Completado el ciclo, de nuevo la peroxidasa reacciona con más sustrato,

produciendo de nuevo precipitado coloreado, amplificándose así la reacción.

Como cromógeno se pueden utilizar distintas sustancias, en nuestro trabajo hemos utilizado

la Diaminobencidina (DAB); la solución de DAB no debe contener azida sádica, ya que ésta

actuaría como inhibidorcompetitivo de la peroxidasa.

En el método de tinción de la Fosfatasa Alcalina, la enzima hidroliza los esteres de naftol

fostato (sustrato) a compuestos fenólicos y fosfatos. Los compuestos fenólicos se unen a

sales de diazonio incoloras (cromógenos) para dar lugar a estructuras azo insolubles y

coloreadas.

4.2. Cara cteristicas biológicas de los marcadores tumorales utilizados.

4.2. 1.- Marcadores hormonales.

Uno de los avances más significativos en el campo del cáncer de mama ha sido el

descubrimiento de receptores hormonales. Se sabe desde hace tiempo que la presencia de

receptores de estrógenos y progesterona en el cáncer mamario tienen significado en la

evaluación del pronóstico a largo plazo y en las estrategias terapéuticas *(228) El primero en

señalar fluctuaciones en la proliferación tumoral durante las diferentes fases del ciclo menstrual

fue Cooper en 1836 *<229) La idea de que pudiera haber conexión entre los ovarios y el cáncer

de mama fue publicada por Schinziger en 1889 y Beatson en 1896 ~52.23O);sin embargo tuvieron
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que pasar más de 60 años hasta que se púdo demostrar que los estrógenos estaban

concentrados en tejidos que respondían a estas hormonas ‘(231 232> y que esta concentración se

debía a la presencia de una proteína específica, “el receptor de estrógenos” que unía

estrógenos con elevada afinidad t(233)

Para poder observar una respuesta a la estimulación estrogénica o una pérdida de esa

respuesta, el receptor debe estar presente ~ pero no todos los tejidos que contienen

receptores para estrógenos presentan respuesta hormonal *(228) La síntesis del receptor de

progesterona está inducida por estrógenos en los tejidos reproductores normales y en las

líneas celulares de carcinoma mamario en cultivo ‘(234235) Este hecho es consistente con la

observación de que la determinación del receptor de progesterona además de la del receptor

de estrógenos aumenta el valor predictivo de las determinaciones y que el receptor de

progesterona parece ser un mejor indicador pronóstico que el receptor de estrógenos puesto

que es uno de los productos finales de la acción estrogénica ‘(73,236,237>

Las bases moleculares de la sensibilidad de los carcinomas de mama a las manipulaciones

hormonales se demostraron en 1971. Se encontró que había proteínas intracelulares en los

tejidos hormona-dependientes que unían específicamente estrógenos y que podrían ser

utilizadas para identificar cánceres mamarios hormono-sensitivos ‘(238)

Los estudios posteriores del proceso celular demostraron que la proteína receptora de

estrógenos en el citoplasma probablemente se localizaba próxima a la membrana nuclear; los

estrógenos procedentes del tráfico intercelular y otras hormonas esteroides, entran libremente

en el citoplasma y cuando esto ocurre se unen a su receptor. Este complejo es entonces
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transportado al núcleo donde estimula al DNA para iniciar la síntesis proteica, el crecimiento y

la proliferación celular.

Entre las proteínas producidas en respuesta a la estimulación estrogénica se encuentra la

proteina receptora de progesterona, la cual atrapa y procesa la progesterona circulante de

forma similar a los estrógenos.

La presencia de ambos receptores es una evidencia adicional de que los mecanismos para el

procesamiento de estrógenos está intacto ‘(239>

Actualmente se admite que todas las formas del receptor de estrógenos y progesterona se

localizan en el núcleo celular ‘(105240241) Existen al menos dos formas de receptores de

estrógenos específicos; el primero de ellos, el receptor en forma “libre” no se encuentra unido a

las hormonas endógenas y es fácilmente extraible de tejidos homogeneizados mediante buffers

de baja fuerza iónica. Este tipo de receptor es el que se determina rutinariamente en las

muestras histológicas obtenidas mediante biopsia o resección quirúrgica (RE citosólico). La

otra forma del receptor de estrógenos, la “ocupada” se encuentra unida a estradiol endógeno y

es extraible únicamente mediante buffers de alta fuerza iónica. Este último tipo es,

presumiblemente, el responsable más directo de las respuestas moduladas por hormonas que

se observan en los tejidos ‘(105)

Existe una correlación significativa entre la concentración de la forma citosólica y nuclear y ésto

indica que ambos tipos están en equilibrio en los tejidos intactos.
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El desarrollo de anticuerpos monoclonales dirigidos contra los receptores de estrógenos y

progesterona a partir de las líneas celulares MCF-7 y T47D ‘(242 243> ha permitido la puesta a

punto de nuevos métodos de determinación que difieren de las técnicas bioquímicas originarias

*(240); mientras que estas últimas se basan en la unión del receptor a radioligandos, las técnicas

que utilizan anticuerpos monoclonales se basan en la unión del anticuerpo al receptor. Las

técnicas bioquímicas detectan las formas “libres” de los receptores en los homogeneizados

tisulares, mientras que las técnicas inmunohistoquimicas detectan receptores en forma “libre y

ocupada”.

En nuestro estudio hemos utilizado exclusivamente técnicas inmunohistoquimicas para la

demostración del receptor de estrógenos y progesterona puesto que permiten la detección en

tejidos fijados o congelados que son el material habitual en nuestro Centro.

Los anticuerpos monoclonales producidos contra los receptores humanos se aplican en

secciones tisulares y utilizan sistemas de detección altamente sensibles que permiten, además,

la visualización de las uniones anticuerpo-receptor.

Comparando estos métodos de detección con los bioquímicos se observa que los ensayos

inmunohistoquimicos son más rápidos, la cantidad de tejido requerida para la demostración de

receptor es menor y además se puede estimar la potencial heterogeneidad del tumor,

parámetro que se supone de importancia clínica, pero del cual todavía no existen datos que

validen esta expectativa. Como contrapartida, la principal desventaja de los métodos de

detección inmunohistoquimicos es que sólo permiten valoraciones semicuantitativas.
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La correlación entre los métodos bioquímicos e inmunohistoquimicos es excelente y así lo

demuestran distintos autores en las distintas publicaciones que se centran en este tipo de

estudios *(244 245 246 247>

Los anticuerpos dirigidos contra el receptor de progesterona humano no han estado disponibles

en el mercado hasta hace aproximadamente una década t(243) y han permitido la valoración

tisular de los mismos de manera análoga a la utilizada para demostrar los receptores de

estrógenos, sin embargo~ y debido a la corta experiencia en su utilización, todavía son pocos

los datos que hacen referencia a su utilidad clínica y terapéutica’(247>.

En los estudios clínicos el receptor de estrógenos se ha encontrado en el 50-85% de todos los

cánceres de mama ‘(213> Su presencia estaba correlacionada con la edad de la paciente, y

además, estaba más frecuentemente presente (a mayores concentraciones) en las mujeres

postmenopaúsicas que en las premenopaúsicas ‘(248)

Es raro que el receptor de progesterona se detecte cuando el receptor de estrógenos no está

presente y, habitualmente, el receptor de progesterona aparece cuando el de estrógenos está

presente a altas concentraciones. Por otra parte, y por razones que aún no están claras, no se

ha encontrado correlación entre la expresión del receptor de progesterona con la edad o el

estatus menopaúsico ‘(249,250,251)

La presencia del receptor de estrógenos en los cánceres de mama, y especialmente la

presencia de este receptor junto con el de progesterona, identifica tumores que tienen una

elevada probabilidad de responder a terapia hormonal o endocrina. Los tumores con receptores

de estrógenos positivos responden favorablemente a este tipo de terapias en un 60% de los
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casos aproximadamente, mientras que cuando los dos receptores están presentes este

porcentaje se eleva al 70-75%. Tan solo un 10% de los tumores con receptores estrogénicos

negativos responden a este tipo de tratamiento N252,253)

La presencia de receptores para estrógenos y progesterona se asocia con varios hallazgos

histológicos y de cinética celular que sugieren un pronóstico favorablé; los tumores con los

receptores para estrógenos positivos suelen ser mejor diferenciados histológicamente, no

suelen presentar necrosis tumoral, y suelen tener un buen grado nuclear ‘(250,251) Además, los

estudios de proliferación indican que los tumores con este tipo de receptores positivos

presentan un bajo indice de marcaje con timidina triatiada y de la fracción de la fase 5 ‘(254,255)

Como factor pronóstico, el estatus del receptor de estrógenos parece ser independiente de los

elementos que contribuyen al estadio clínico y patológico; en muchos estudios no se ha

encontrado ninguna correlación con el estadiaje clínico TNM ‘(256257258> ni tampoco se ha

encontrado que el status del receptor prediga la presencia o ausencia de metástasis en los

ganglios axilares *(257259260) aunque las pacientes con ambos receptores positivos y con

afectación ganglionar axilar, parecen presentar un menor número de metástasis ‘(251)

La asociación entre la presencia de receptor de estrógenos y un curso clínico mas favorable de

las pacientes con cáncer de mama, fue reconocida por primera vez en 1977; también se

encontró que el tiempo de recurrencia de la enfermedad tras la mastectomía en las pacientes

con los receptores positivos era mayor ‘(261) y que esta reducción en la recurrencia temprana

era independiente del status de los ganglios axilares, la edad y el tamaño del tumor. La

recurrencia a los 18 meses es dos veces mas frecuente en las pacientes con el receptor de
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estrógenos negativo que en las pacientes con el receptor positivo y el intervalo de

supervivencia libre de enfermedad a los 30 meses es un 20% superior en estas últimas.

Esta reducción de la recurrencia temprana es estadísticamente significativa en pacientes con

mas de cuatro ganglios afectados que constituyen un grupo en el cual la recurrencia tiende a

ser temprana y en el que cualquier influencia tiene mas posibilidades de ser detectada.

La presencia de receptores positivos para estrógenos y progesterona parece estar asociada

con un buen pronóstico, y los tumores que presentan ambos receptores positivos tienen, en

alguna manera, un curso mas favorable. Sin embargo algunos autores concluyen que el

receptor de progesterona no mejora significativamente el valor predictivo obtenido por la

medida del receptor de estrógenos solo ‘(262263)

Son muchos los autores que han tratado de concretar las implicaciones pronósticas de los

receptores hormonales en relación con otros indicadores biológicos implicados en el

pronóstico, utilizando para ello análisis multivariantes. Sus conclusiones son controvertidas,

pero lo que si parece estar aceptado por todos ellos es que algunos índices de proliferación

tienen mayor utilidad pronóstica que la actividad de los receptores ‘(262>

En pacientes con periodos largos de seguimiento se ha encontrado que las diferencias

observadas en el intervalo libre de enfermedad en las pacientes con receptores de estrógenos

positivos frente a las pacientes con receptores negativos desaparece a los 5-8 años, y las

diferencias de supervivencia también disminuyen ‘(264,265>
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De todo lo expuesto anteriormente podríamos concluir que:1.- el estadiaje clínico y patológico

continúan siendo los principales instrumentos para establecer el pronóstico de las pacientes

con cáncer de mama, 2.- la afectación de ganglios nos aporta la información mas importante en

estadios tempranos, 3.- el estatus de los receptores para estrógenos y progesterona en el

tejido tumoral nos aporta una información muy útil para seleccionar tratamiento hormonal y

además tiene relevancia pronóstica, y 4.-la evolución favorable de las pacientes con tumores

positivos para estos receptores parece derivar tanto de los efectos de la terapia endocrina

como de una biología tumoral mas favorable, en alguna medida, aunque esta tendencia se vea

reducida a lo largo del tiempo.

4.2.2. Marcadores de prolíferac¡ón celular

El interés de los histopatólogos en establecer la capacidad de proliferación de las células

tumorales data del siglo pasado. En la actualidad se acepta que la medida de la proliferación

celular aporta una información muy útil en lo que se refiere al pronóstico y al diagnóstico

tumoral y que la cinética celular influye directamente en el curso clínico de los pacientes con

tumores malignos *(78)

El principal problema ha sido establecer las variables que reflejan con éxito el grado de

proliferación y correlacionarías con el potencial metastásico del tumor, la recurrencia de la

enfermedad y la mortalidad. Muchos investigadores han centrado sus trabajos en estos

objetivos, pero muy pocos han podido responder a cuestiones básicas como son establecer las

tasas reales de la proliferación y crecimiento tumoral, conseguir que las medidas utilizadas
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sean reproducibles entre los distintos grupos de trabajo y que estas medidas sean significativas

cuando se comparan con otros factores de interés pronóstico.

Antes de revisar las distintas técnicas que existen para poder medir la proliferación celular,

recordaremos muy brevemente el ciclo celular: las células en proliferación pueden ocupar

distintos estadios funcionales antes de dividirse. Después de que una célula haya completado

la mitosis, las células hijas entran en fase 01, en la cual permanecen un periodo variable en

función del tipo de tejido. A continuación las células entran en fase 5 o de síntesis, en la cual

tiene lugar la duplicación del DNA. Las células que no duplican el material genético entran en

un estadio de reposo especializado, denominado GOTras la duplicación del DNA las células

entran en 02, durante este periodo la célula se asegura de que la replicación ha sido completa

y correcta antes de volver a dividirse. El tiempo transcurrido entre dos mitosis se denomina

“ciclo celular y varía ampliamente en función de la duración de la fase Cl.

Los métodos que analizaremos a continuación se idearon con el fin de cuantificar los distintos

aspectos del ciclo celular y relacionar estas medidas con el desarrollo biológico de las células.

1, Contaie mitótico

:

Quizá este método sea el más eficaz y el más ampliamente utilizado. El contaje mitótico se

define como el número de mitosis por diez campos de alto poder (HPFs). Es importante

distinguir entre el contaje mitótico y el índice mitótico, ya que éste último es la fracción de

mitosis expresadas como porcentaje.
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El contaje mitótico ha sido, y sigue siendo utilizado por los histopatólogos como una ayuda

al diagnóstico y como un indicador pronóstico en el estudio de la patología tumoral.

A pesar de su utilización habitual, la validez de este parámetro como marcador de la

actividad proliferativa de un tumor es controvertida. Muchos autores están de acuerdo en

que el contaje mitótico es el indicador más fiable para predecir la evolución de un tumor,

pero difieren en la cantidad de mitosis por 10 HPFs que son realmente indicativos para un

diagnóstico de malignidad *(266) En lo que sí están de acuerdo es en la importancia de una

muestra adecuada para establecer la actividad mitótica de un tumor.

Burns y colaboradores ‘(267> señalan una buena correlación entre el incremento de la

actividad mitótica y el desarrollo agresivo del tumor, pero concluyen que este hecho

microscópico aislado no es uniformemente predictivo del pronóstico y hacen hincapié en el

problema de las variaciones encontradas en el contaje por distintos observadores. Este

hecho ya había sido señalado por Sylverberg ‘(120) que ya expresó el interés de este

parámetro como único indicador de malignidad *(268)

Las razones propuestas para estas variaciones incluyen la elección correcta de la región

más activa de la sección histológica, la distinción clara entre figuras mitóticas y núcleos

picnóticos y por último la elección correcta de los campos estudiados.

El contaje mitótico también ha sido criticado por el hecho de que el área de un único HPF

puede variar al menos en 6 veces en los distintos microscopios, lo que significaría que un

mismo tumor analizado en diferentes instrumentos podría hacer variar el contaje entre 3-20

mitosis por 10 HPFs. Para solucionar estos problemas, algunos autores proponen que el



Discusión - 114

contaje se realice en portas calibrados con el fin de estandarizar los resultados ‘(269>

Aplicando este método a un estudio de 10 casos de linfomas no Hodgkin (NHL),

Donhuijsen encontró que si el área estudiada y el grosor del corte eran constantes, el grado

de reproductibilidad dependía, en gran medida, de la experiencia del observador ‘(119>

Por otra parte, el contaje mitótico no tiene en cuenta el tamaño celular: un HPF o en su

defecto un porta calibrado para el estudio de un tumor de células grandes contendría menos

cantidad de células que un tumor de células pequeñas, y así, al comparar contajes de

distintos tumores se obtendrían diferencias en las medidas. Por esta razón el indice

mitótico, aunque supone un gasto mayor de tiempo en lo que se refiere a su realización, es

el método preferido para establecer la actividad mitótica.

De lo anteriormente expuesto se puede concluir que el contaje mitótico no es un método

estandarizado ‘(270) y, además, no es reproducible, incluso aunque la variación entre

distintos observadores pudiera ser eliminada. El contaje mitótico no se puede contemplar

como un parámetro independiente de la proliferación celular, y la actividad mitótica de un

tumor sólo puede ser interpretada en el contexto de otros hallazgos clínicos y patológicos.

2. índice de marcaie con Timidina

.

El índice de marcaje con timidina (TLI) es la medida del porcentaje de células tumorales en

fase S del ciclo celular. Este índice se mide “in vitro’ incubando el tejido tumoral, excindido

en fresco, en un medio que contiene timidina tritiada, la cual se incorpora al DNA.

Posteriormente se realizan autorradiografías, se cuentan las células marcadas y se

comparan con las no marcadas, esto es, con la población en interfase.
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Puesto que la fase S es más larga que la fase M, el TLI también es mayor que el indice

mitótico y, supuestamente, más fiable.

Esta técnica fue aplicada por primera vez al estudio del cáncer de mama en 1961 por

Johnson, quién demostró el incremento del TLI en fibroadenomas *(271> desde entonces,

todo el interés se ha centrado en el papel de el TLI como indicador pronóstico en el cáncer

de mama.

Distintos grupos de investigadores han demostrado una correlación significativa entre un

alto TLI y la recurrencia temprana tras la mastectomía ‘(272 273 274)

La utilidad del TLI como indicador de la actividad proliferativa tumoral tiene serias

limitaciones, entre las que hay que destacar que este índice informa del número de células

en fase S, pero no aporta información de la duración de esta fase. Es posible que un tumor

tenga un bajo grado de proliferación, y un alto TLI ‘(275)

Por otra parte, algunos tumores desarrollan patrones de crecimiento heterogéneos y se

argumenta que un método que se basa en una muestra de una parte de un tumor, puede

ser, como mucho, solo un indice imperfecto de la capacidad proliferativa de ese tumor ‘(276>

Por último, como en cualquier técnica que requiere contaje celular, las variaciones entre los

distintos observadores, el error de reproductibilidad y el tamaño de la muestra pueden

conducir a resultados dispares. Otro problema adicional es la definición de las células

marcadas en las autorradiografías, y también hay que recordar los inconvenientes que

presenta la incorporación de la timidina, fundamentalmente “in vitro’ ‘(277>,



‘Discusión - 116

En resumen, la medida del TLI requiere tejido en fresco, es larga, necesita autorradiografía

y no es una técnica que se pueda aplicar de rutina en los laboratorios, por lo que, desde un

punto de vista práctico, esta técnica se debe restringir a situaciones en las cuales es el

único método efectivo para predecir el desarrollo de un tumor, como por ejemplo en ciertas

discrasias de células plasmáticas.

3. Marcaie con Bromodeoxiuridina

.

El índice de marcaje de la fase 5 también se puede medir utilizando Bromodeoxiuridina

(BUdR).

La BUdR es un análogo de la pirimidina que se incorpora naturalmente en las células

durante la síntesis del DNA; la Bromodeoxiuridina aumenta la sensibilidad de la células a los

rayos X, y se utiliza de forma habitual en radioterapia.

Recientemente se han desarrollado anticuerpos monoclonales para la BUdR *(278 279) Los

tumores que se han expuesto a este marcador “in vivo” o ‘in vitro” se tiñen con el anticuerpo

utilizando la técnica de la inmunoperoxidasa. Las células teñidas se cuentan utilizando un

microscopio de fase, y, el indice de marcaje se expresa como el porcentaje de 500 ó 1.000

células tumorales por campo.

Este método tiene una serie de ventajas sobre el marcaje con timidina, ya que al ser la

primera un agente terapéutico ‘in vivo”, los estudios cinéticos se pueden realizar sin

necesidad de procedimientos adicionales y se evita también la exposición a agentes

radioactivos.
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Por otra parte, este método es más rápido, y más susceptible de ser incorporado a los

laboratorios como técnica de rutina.

4. ApNORs

.

Las regiones de organización nucleolar (NORs) son lazos de DNA que transcriben para

RNA ribosómico ‘(280) Estas regiones se localizan en cromosomas acrocéntricos, de los

cuales, la especie humana, presenta 5 pares ‘(281> Cada cromosomá acrocéntrico porta dos

NORs, y así, una célula diploide normal podría contener 20 de estas regiones.

Las regiones NORs se pueden demostrar utilizando “hibridación in situ’ para localizar genes

ribosomales ‘(282) Estas regiones, además, están asociadas a distintas proteínas incluyendo

la RNA polimerasa 1, 023 y B23. Estas proteínas se conocen como antígenos NOR y se

cree que desempeñan alguna función en la transcripción ‘(283)

En 1975 se descubrió que estas regiones se podían demostrar utilizando las propiedades

argirófilas de sus proteínas asociadas, por medio de tinciones de plata. Posteriormente, la

técnica fue modificada, y actualmente se conoce como la técnica’ de los AgNORs, y se

puede aplicar a los tejidos fijados y embebidos en parafina ~2M),

No se conoce con exactitud que se mide realmente en el contaje de AgNOR, y además,

existe una marcada discrepancia entre los contajes en ciertas células benignas comparadas

con el número que se esperaría encontrar en células diploides normales. Este hecho se

podría explicar teniendo en cuenta que los cromosomas se desorganizan durante la

interfase, por lo que sólo se observaría una única estructura teñida de plata en las células
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en GO. Los cromosomas se individualizan y dispersan en metafase y los AgNORs se

pueden identificar individualmente ‘(285>~ y sería por este motivo que el contaje de AgNOR

variaría en función de la fase del ciclo celular

Un problema adicional se deriva de la propia apetencia del nucleolo por la plata, lo que

puede ocasionar dificultades añadidas en el contaje preciso y por otra parte dar lugar a

variaciones entre los distintos observadores ‘(286)

5. Citometría de fluio

.

La citometría de flujo es una técnica automatizada que cuantifica el contenido del DNA

celular y analiza la distribución del ciclo celular ‘(124287)

Básicamente la técnica consiste en teñir una suspensión celular, obtenida de una muestra

de tejido, con fluorocromos específico para DNA. La suspensión fluye entonces por unos

detectores a razón de unas 5.000 células por segundo. La fluorescencia emitida por las

células se registra en estos detectores y se convierte en señales electrónicas que son

analizadas por un ordenador, el cual, a su vez, realiza el histograma del DNA.

El contenido del DNA celular, conocido como el estado de ploidía, se expresa como “índice

de DNA” y nos informa de la cantidad de células en GOIG1 de la población en estudio, en

comparación con un patrón interno o externo de células diploides.
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Las células diploides tienen un índice de DNA de 1.00; las células cón un índice de DNA de

2.00 son tetraploides y las que muestran un indice superior a éste son aneuploides o

poliploides.

El contenido de la fase S y la actividad proliferativa (S+G2M) de la muestra se puede

determinar descomponiendo el histograma.

Esta técnica se puede aplicar a material fresco o embebido en parafina *(288>

Muchos tumores se muestran homogéneos en lo que se refiere a la ploidia, pero,

ocasionalmente, se pueden identificar poblaciones diploides entre las células aneuploides

del tumor. Este hecho se debe fundamentalmente, a la presencia decélulas del estroma y a

linfocitos reactivos, pero también puede representar heterogeneidad tumoral.

En el cáncer de mama la aneuploidía se observa en el 90% de los tumores ~289),Los

tumores benignos de mama tienen un contenido diploide de DNA, pero la ploidía tumoral no

se puede utilizar para diferenciar los tumores benignos y malignos *(290)

El grado de diferenciación de un tumor se correlaciona bien con la ploidía; los tumores

diploides tienden a una mayor diferenciación, y es posible que el status de ploidía sirva

como alternativa a los actuales sistemas de gradación histológica ‘(291),

En resumen, la citometría de flujo es un método de análisis del DNA rápido, seguro y

reproducible; se puede aplicar a material fresco o fijado y embebido en parafina, lo que

permite estudios retrospectivos de material de archivo, pero presenta como principal
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inconveniente que los suspendidos celulares obtenidos a partir de un tumor están

frecuentemente contaminados con células no tumorales.

6. Métodos inmunohistopuimicos

.

La ventaja de estos métodos para medir la proliferación celular, en comparación con los

analizados anteriormente, reside en que son más sencillos de’ realizar, no requieren

aparataje especial y están plenamente incorporados en los laboratorios como técnicas de

rutina ‘(125)

En la actualidad existen muchos anticuerpos disponibles en el mercado que se pueden

utilizar para la medida del ciclo celular, aunque el pionero y el prototipo es el anticuerpo

monoclonal Ki-67 ‘(126> Este anticuerpo reconoce una proteína nuclear de 395 y 345 Kd. que

se expresa en todo el ciclo celular menos en GO ‘(129,292>.

El marcaje con Ki-67 se correlaciona bien con la proliferación celular, determinada, por

ejemplo con timidina tritiada, y con el grado histológico y el pronóstico en los linfomas no

Hodgkin ‘(126,293>

La principal limitación de este anticuerpo es que se ha de utilizar en tejido fresco, ya que la

fijación anula la tinción en la mayoría de los casos ‘(294>,

El diagnóstico directo y la independencia de este anticuerpo como marcador de valor

pronóstico ha sido objeto de estudio en múltiples trabajos, entre los que cabe destacar el de

Gerdes de 1990, o el de Hall y Woods de la misma fecha *(295,296)
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Utilizando partes recombinantes del antígeno Ki-67 como inmunógeno, Cattoretti y su grupo

produjeron dos años más tarde algunos anticuerpos nuevos, tres de los cuales, designados

MIB 1-3, se han caracterizado como verdaderos equivalentes del Ki-67, mediante

inmunotinción de secciones congeladas y por métodos de biología molecular ‘(150)

La aplicación de estos nuevos anticuerpos para la inmunotinción de rutina en secciones

fijadas y embebidas en parafina fue inicialmente controvertida; sin embargo, un estudio

reciente sobre el método de desenmascaramiento antigénico por medio de altas

temperaturas en microondas, indujo a seguir investigando sobre la capacidad del Ki-67 y los

anticuerpos MIB 1-3 para reconocer al antígeno Ki-67 en muestras fijadas *(110)

La comparación de las características inmunohistoquimicas y bioquímicas de estos

anticuerpos para demostrar que son verdaderos equivalentes del Ki-67,ha sido objeto de

estudio de varios grupos de investigación. Gerdes y su equipo utilizaron anticuerpos que

eran gOl k, y como inmunógenos, para MIB-1 y MIB-3, utilizaron una proteína recombinante

que incluía una parte de la proteína Ki-67, denominada X2/1 que contiene 3 de las 16

secuencias repetidas (Ki-67 motifs) que aparecen en la proteína Ki~67, y que fue aplicada

como inmunógeno después de su completa desnaturalización. El inmunógeno utilizado para

generar el anticuerpo original Ki-67 se obtuvo aislando núcleos de las lineas celulares L428.

Los datos obtenidos por este grupo se resumen en la tabla siguiente:
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TABLA XVII

Anticuerpo Subclase Inmunogeno
Detección de la prot.K¡-67

Conglación Paraf¡na+MO

Ki-67

MIB-1

MIB-3

lgG 1k

lgG 1k

IgG 1k

Núcleo L428

X2/1

X2/1

+

+ +

+ +

En las secciones congeladas de tejidos en proliferación, como amígdala, todos los anticuerpos

mostraban el mismo patrón de tinción. En las secciones fijadas y embebidas en parafina sólo

los anticuerpos MIB-1 y MIB-3 podían teñir las células en proliferación, tras el tratamiento de

las secciones en microondas.t(297)

Por otra parte Cattoretti y su grupo realizaron un estudio similar. La serie de anticuerpos MIR se

preparó fusionando células de bazo de ratones BALB/c inmunizados con partes recombinantes

del antígeno Ki-67 con células de mieloma de la línea celular X63Ag8.653.

Los resultados obtenidos por este grupo fueron idénticos a los obtenidos por el equipo de

Gerdes. Mientras que la expresión de Ki-67 eran constantemente negativa en secciones fijadas

y embebidas en parafina, los anticuerpos MIB-1 y MIB-3 teñían fuertemente los núcleos de las

células en proliferación, y el patrón de tinción era el mismo que el observado con Ki-67 en

secciones congeladas.’(lSO>



Discusión - 123

En resumen, el patrón de tinción nuclear que se observa en las secciones embebidas en

parafina, siguiendo el método de desenmascaramiento antigénico con microondas, con los

anticuerpos MIB-1 y MIB-3, coinciden con los obtenidos utilizando el anticuerpo Ki-67 en tejido

congelado *026>, y con los resultados de proliferación en células normales obtenidos por

incorporación de precursores de DNA marcado.

Esta nueva técnica presenta distintas ventajas sobre los otros méto~ios estudiados: 1.- se

obtiene una combinación entre la fuerte inmunorreactividad y la buena preservación

morfológica, lo que a su vez permite un reconocimiento de los detalles celulares y la posible

identificación de grupos celulares positivos; 2.- los productos de la inmunorreacción son claros

y nítidos, lo que permite una diferenciación real entre las células positivas y negativas, incluso

cuando sólo se tiñe una mínima cantidad de antígeno; 3.- la técnica puede ser aplicada en

todos los laboratorios ya que no necesita instrumentación especial.

Aunque existen algunas discrepancias en la literatura en lo que se refiere a la estimación de la

fracción de crecimiento por medio de KI-67 en una población celular humana dada, numerosos

estudios independientes indican que el índice de marcaje con ki-67 es un marcador

inmunocitoquimico de relevante valor pronóstico en el estudio de los tumores en la especie

humana; y así por ejemplo, dentro del grupo de las enfermedades linfoproliferativas se ha

encontrado una excelente correlación entre la expresión de Ki-67 y el grado histológico de los

linfomas no Hodgkin ‘(298)

Dentro del grupo de tumores del sistema nervioso central, también se ha encontrado

correlación entre la expresión de Ki-67 y el grado histológico y una mayor recurrencia en los

casos con mayor positividad para este marcador ‘(299)
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Por lo que se refiere al cáncer de mama, los estudios se han centrado en establecer las

relaciones entre la fracción de crecimiento de los tumores y otras variables de utilidad

pronóstica en el curso de la enfermedad. Estos estudios han revelado una buena correlación

entre la tinción de Ki-67 con el contaje mitótico, el diámetro del tumor, el grado histológico, la

afectación ganglionar y la invasión vascular ‘(1~,300,3O1), Por otra parte, también se ha descrito

una correlación inversa entre la expresión del receptor de estrógenos y la expresión de Ki-67
‘(302>

Aunque los carcinomas bien diferenciados tienen un índice de Ki-67 menor que los pobremente

diferenciados, hay una considerable disparidad y el índice de proliferación de los distintos

grados histológicos se solapa *(l~>,

Por otra parte, algunos estudios no han encontrado ningún tipo de correlación entre la

expresión de Ki-67 y algunos de los parámetros anteriormente citados ‘(144301)

Otros trabajos han correlacionado el indice de marcaje con Ki-67 y la recurrencia temprana de

la enfermedad, concluyendo que las pacientes con un índice elevado de Ki-67 <mayor del 20%)

presentan un mayor riesgo de recurrencia ‘(301>

Otro antígeno ampliamente utilizado para la medida de la actividad proliferativa, es el antígeno

nuclear de proliferación celular PONA. Este antígeno es una proteína nuclear de 36 Kd.

asociada a la DNA polimerasa delta que está presente en todo el ciclo celular ‘<157>
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Esta proteína fue identificada independientemente por Miyachi en 1978 y por Bravo y Celis en

1 980*054,303) y se describió como una proteína auxiliar de la DNA polimerasa delta que necesita

de ATP para la replicación y reparación del DNA *(3Q4)

También se demostró que la PCNA era esencial para la progresión del ciclo celular, y que los

autoanticuerpos para PCNA ejercían un efecto inhibitorio en la síntesis del DNA y en la

proliferación celular en los cultivos celulares ‘(305>,

Las células eucariotas presentan dos formas de PCNA; una es extraible con detergentes y se

encuentra en las células en proliferación, pero no en las células en GO, y la otra variante es

resistente a los detergentes y está asociada a los sitios de replicación y estrechamente

asociada a la síntesis de DNA ‘(306>

Se han realizado distintos trabajos para validar la medida de la actividad proliferativa por

PCNA, y se ha encontrado que la inmunorreactividad obtenida mediante este marcador es

superior a la obtenida con timidina tritiada o citometría de flujo en el cáncer mamario N307,308),

Este fenómeno se podría explicar por el hecho de que los tejidos fijados en formol no solo

exhibirían la fracción insoluble de PONA unida a ribosomas activos, sino que también

mantendrían las moléculas solubles de PCNA presentes en las células en proliferación que no

estuvieran en fase 5 ‘(309),

Otros estudios sugieren que hay muy pocas variaciones en los niveles totales de PCNA a lo

largo del ciclo celular, pero sí hay una gran alteración en la proporción de la proteína asociada

a los sitios de replicación, particularmente en la fase 5, y que la cantidad de PCNA presente en
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el núcleo de las células en ciclo parece ser mayor que la que se requeriría para la síntesis del

DNA *<153>

Por otra parte, la vida media de la proteína es de unas 20h. y podría ser detectada

inmunológicamente en células que hubieran dejado el ciclo recientemente *(306>

Otros investigadores sugieren que distintos factores de crecimiento podrían inducir estabilidad

al RNAm de PCNA y como consecuencia se observaría expresión de la proteína ~

La tinción de PCNA es casi exclusivamente nuclear, y puede presentar un patrón de

distribución difuso o granular o una mezcla de ambos. En muy raras ocasiones se observa

tinción citoplásmica, y la naturaleza de este hecho permanece aún sin desvelar, pero podría

atribuirse a síntesis citoplásmica o a degradación. Las células en mitosis frecuentemente

muestran una tinción difusa debido a la ruptura de la membrana nuclear durante esta fase del

ciclo, y algunas de estas células no muestran tinción alguna para PCNA.

La distribución nuclear de la tinción de PCNA en material histológico no neoplásico es

enteramente consistente con el hecho de que este antígeno esté asociado a la proliferación

celular, ya que la tinción se ha observado en tejidos de probada actividad proliferativa como

pueden ser los centros germinales o las células dispersas de la paracorteza del tejido linfoide,

la capa basal del epitelio estratificado escamoso y en la mayoría de las ‘células en bulbo piloso.

También se ha encontrado tinción nuclear de PCNA en los compartimentos proliferativos del

estómago, intestino delgado y colon. En el intestino delgado se observa una tinción débil y

difusa en la zona de proliferación dentro de las criptas, y esta tinción disminuye según las

células progresan hacia las vellosidades, donde desaparece.
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Así mismo se ha observado inmunorreactividad para PCNA en el epitelio y en las células

estromales en el endometrio proliferativo, pero no en el endometrio en fase secretora. En

testículo la mayoría de las espermatogonias son positivas para este marcador, pero las

espermátidas y espermatozoides son negativos lo mismo que las células intersticiales y las

células de Sertoli.

Por el contrario, en los tejidos en los que actividad proliferativa es nula o tienen un turnover

lento, la inmunorreatividad para PCNA es mínima, y así por ejemplo no se observa tinción de

PCNA en el sistema nervioso central o periférico, tejido óseo, músculo liso no cardiaco o

hepatocitos normales, aunque algunas células de Kupffer si muestran positividad para el

marcador.’075)

La utilidad del PCNA como marcador de la actividad proliferativa en los tumores es

controvertida, y la disparidad de criterios entre los distintos autores se debe tanto al escaso

conocimiento de la biología de esta molécula y a la complejidad de los procesos en los que

parece estar involucrada, como a la resistencia de ciertos epitopos a los procesos de fijación

convencional de las muestras objeto de estudio. A pesar de esto, el valor pronóstico del

antígeno de proliferación celular PCNA, se ha demostrado en distintos trabajos y se ha

encontrado correlación entre este marcador y distintos indicadores pronósticos en tumores

humanos y en el cáncer de mama ‘(175309311-316> si bien existen pocos datos publicados de

estudios de seguimiento que correlacionen la asociación directa entre este marcador y la

supervivencia ‘(312,314>

Simoneta Bianchi y su equipo en un estudio de 173 casos de cáncer de mama sin afectación

ganglionar, no han encontrado asociación entre PCNA y la edad de la paciente o el tamaño del
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tumor, mientras que describen una correlación directa entre el marcador y el grado nuclear. Los

mismos hallazgos se han descrito para linfomas nodales o gastrointestinales.’(175312317>

Por otra parte, Steven R. Tahan y su grupo, en un artículo publicado en 1993 tampoco

encuentran correlación entre este marcador y la edad, tamaño del tumor, o metástasis nodales,

aunque si encuentran que el marcaje de PCNA aumenta con el índice mitótico y que las

pacientes con tumores que muestran un alto índice de marcaje para PCNA tienen un intervalo

libre de enfermedad más corto y una supervivencia total menor.’(318>

Existen muy pocos estudios comparativos entre el marcaje inmunohistoquimico con PCNA y

Ki-67 (MIB-1),pero en todos ellos los indices de marcaje con PCNA son superiores a los

obtenidos con Ki-67. Este hecho se atribuye a que el PCNA no se expresa únicamente en las

células en ciclo, si no a que también existen epitopos de este antígeno que parecen no estar

involucrados en la proliferación celular *(319> y a la estabilidad que parecen conferir ciertos

factores de crecimiento al RNAm, y en consecuencia a la expresión de la proteína, y a la

regulación de la expresión de PCNA por factores paracrinos y autocrinos que se ha observado

en ciertos tumores.’075~

4.2.3. Antígenos de grupo sanguíneo.

Los Hidratos de Carbono son los principales componentes de la cara externa de la superficie

celular de los mamíferos y a menudo son característicos de los distintos tipos celulares. Estas

estructuras cambian dramáticamente durante el desarrollo y en los distintos estadios de la
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diferenciación se expresan sets específicos que, en muchos casos,, se pueden reconocer

mediante anticuerpos concretos, conviniéndose así en antígenos de diférenciación ‘(86,320)

En los organismos maduros, la expresión de los distintos carbohidratos está eventualmente

restringida a tipos celulares concretos, dando lugar a hidratos de carbono específicos de tipo

celular. Las aberraciones en estos componentes están asociadas a varias condiciones

patológicas incluyendo la transformación maligna. Actualmente se acepta que estos

carbohidratos específicos de tipo celular están involucrados en las interacciones célula-célula.

En la transformación maligna, la alteración de los hidratos de carbono de superficie facilita la

interacción de las células tumorales con otras células, lo que permite la diseminación del tumor

y la metástasis.

Esencialmente, todas las células tumorales muestran distintos perfiles y estructuras de los

carbohidratos de superficie celular de los que presentaban las células no alteradas de las que

proceden.

Existen dos grupos químicamente distintos de hidratos de carbono Éjue muestran cambios

evidentes en las células tumorales; por un lado se encuentran los carbohidratos unidos a

ceramidas (glicoesfingolípidos y glicolipidos) y por otro los que se unen a proteínas de

superficie celular (glicoproteinas).

Durante los últimos 25 años ha existido un gran interés en descifrar los cambios observados en

los glicoconjugados expuestos en las células tumorales en comparación con los de las células

progenitoras. Estos cambios pueden resumirse en: 1.-procesos de síntesis incompleta con o
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sin acumulación de precursores y procesos de neosíntesis para los glicolípidos, y, 2.-

incremento de las ramificaciones, densidad y cambios en las regiones periféricas, para las

glicoproteinas.

El cambio más frecuentemente encontrado en las células tumorales es la aparición de

glicopéptidos de un peso molecular superior a los encontrados en las células no transformadas

de las que proceden ‘(321)• También se han detectado otros cambios en las estructuras tipo

mucina 0-glicosiladas, definidas por medio de la reactividad específica de algunos anticuerpos

monoclonales para determinados tumores ‘(322)•

El patrón de glicosilación anómala que puede caracterizar a un tipo de tumor en concreto

puede estudiarse más fácilmente en los glicolípidos que en las glicoproteinas, ya que un

glicolípido especifico de un tumor se puede aislar como un componente único de la estructura y

puede definirse con exactitud. Esta vía es más difícil para las glicoproteinas, puesto que los

hidratos de carbono que las forman son heterogéneos.

Tanto la acumulación de precursores debida al bloqueo de la síntesis, como la presencia de

neoglicolípidos debida a la neosíntesis, da lugar a la formación de marcadores de

carbohidratos asociados a tipos tumorales concretos. Estos antígenos se han detectado por

métodos quimico-inmunológicos *(323)

Se ha encontrado acumulación de una gran cantidad de glicolípidos fucosilados y sus

derivados sializados en distintos tipos de tumores, principalmente en los que derivan del

endodermo, como son los tumores gástricos, de pulmón, y mama ‘(203 324) La presencia de
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estos antígenos podría deberse a la activación de fucosil o sialosil-transferasas o también

podrían considerarse como resultado de neosintesis.

La expresión de estos antígenos de superficie celular no sólo está controlada por el balance

entre la síntesis y la degradación, si no que también está influenciada por su organización en la

superficie celular ‘(325>

Muchos determinantes antigénicos asociados a tumores y pertenecientes a la lactoserie

pueden ser compartidos por glicolípidos y glicoproteinas. Se ha demostrado que estos

determinantes, como el hapteno X, hapteno Y, sialosil Lewis a y sialosiltewis b, se encuentran

a mayor concentración en varios tumores, y se han podido definir por anticuerpos específicos

‘(326 327> Estos mismos determinantes se han encontrado en la región periférica de las cadenas

de las glicoproteinas ‘(328329) y así, la estructura del hapteno X fue identificada químicamente

en las glicoproteinas del neuroblastoma ‘(330) y en los antígenos carcinoembrionarios ‘(328>

Sin embargo, las estructuras antigénicas pertenecientes a globo y ganglioseries se expresan

fundamentalmente en los glicolípidos, y entre ellos cabe destacar el GD3 encontrado en

melanoma, el Gb3 en linfoma de Burkitt o el Gg3 en el linfoma Hodgkin ‘(331-333>

Por otra parte, hay que resaltar que algunos antígenos, especialménte los determinantes

fucosilados no sólo están presentes en los tejidos tumorales, si no que’ también se encuentran

en la sangre circulante, pudiéndose determinar su concentración y utilizar este dato en el

diagnóstico del cáncer en humanos *(334> En el plasma, los glicolípidos están habitualmente

asociados a lipoproteinas ‘(335) y se ha podido demostrar que el nivel de gangliósidos está
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elevado en animales en los que se han inducido tumores y en pacientes con determinadas

neoplasias *(336 337)

También existe evidencia experimental de que los gangliósidos pueden modular la respuesta

fisiológica de los linfocitos, como ya predijeron Esselman y Miller ‘(338,), Algunos autores han

ampliado esta idea para postular que un nivel elevado de gangliósidos, particularmente los

polisializados, podrían contribuir al estado inmunosuprimido de los animales en los que se han

inducido tumores así como en los pacientes con cáncer *(339 340) y de la misma manera, también

se ha observado que la actividad de las células natural killer podría ser suprimida por el

gangliósido GDS in vitro *(34¶)

Aunque la idea de que los gangliósidos sean el factor supresor en el plasma de animales

tumor-inducidos es muy atractiva, los datos se basan todavía en ensayos in vitro, y no está del

todo claro que este hecho se pueda aplicar in vivo N342).

Puesto que la glicosilación anómala es un hecho constatado ha habido un gran interés en

correlacionar la actividad de las glicosiltransferasas y las hidrolasas con los patrones de estas

glicosilaciones aberrantes pero el mecanismo exacto involucrado en este fenómeno aún no se

conoce. Lo que sí se ha podido demostrar es que la síntesis de varios glicolipidos se bloquea

por la supresión de la actividad de ciertas glicosiltransferasas en ciertos tumores inducidos por

actividad virica.’(343>

Las bases enzimáticas de la glicosilación anómala en el core de la estructura de las

glicoproteinas es de suma importancia, y la enzima que parece ser la principal implicada es una

13-GIcNAc transterasa aberrante que convierte la GIcNAc 1--->4 Man. y, de hecho, se ha
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descrito una elevada actividad de la enzima que produce la bisección de la p-GIcNAc en las

células del linfoma en humanos ‘(83 344)

En general, las enzimas involucradas en la neosíntesis de las cadenas de los hidratos de

carbono anómalos pueden tener una especificidad de sustrato levemente menor que las

enzimas intactas, y estos pequeños cambios en la especificidad de sustrato pueden deberse a

modificaciones post-transcripcionales de las enzimas. También ‘es posible que las

glicosilaciones modificadas en los glicolípidos y glicoproteinas estén bajo el control si no bajo

la influencia directa, de genes transformados y de esta forma, cada vez es más creible que la

glicosilación anómala pueda ser el resultado de una serie de mecanismos en cascada

disparados por activación oncogénica.’<83~5>

El significado biológico de la glicosilación aberrante se puede centrar en~ 3 puntos:

* expresión durante la diferenciación y el desarrollo

* regulación del crecimiento celular

* cambios en la adhesión celular

Todas las cadenas de hidratos de carbono en las glicoproteinas o en los glicolípidos sufren

cambios rápidos y drásticos durante el desarrollo y la diferenciación, y ejemplos bien

estudiados de estos fenómenos son la alteración en la estructura ramificada de los lacto-serie,

identificada como una interconversión del gen Ii en la preimplantación del embrión ‘(346> la

modificación de las cadenas tipo 2, responsables de la aparición del hapteno X, esencial para
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el reconocimiento célula-célula en el estadio de mórula del embrión ‘(347> el cambio de la

expresión del antígeno Pk, P y de Forssman en las globoseries ~(348>:o el intercambio en la

estructura del core de unas series a otras de glicolípidos en la embriogénesis temprana ‘(349)

La glicosilación anómala en las células cancerígenas, además, puede representar expresión

retrogénica en la síntesis de los carbohidratos en ciertos estadios de la embriogénesis y

desarrollo fetal, aunque todos los datos que avalan esta idea son bastante limitados tanto por

problemas técnicos como por problemas de disponibilidad de tejido suficiente.

Por lo que se refiere a la regulación del crecimiento celular, existen datos que avalan que los

glicolípidos puedan regular el ciclo celular, y así por ejemplo, se sabe que bajos niveles de los

gangliosidos GM3 y OMí o su deleción, en muchos fibroblastos asociados a transformación

maligna, puede estar relacionada con la pérdida de control del crecimiento celular y a una

saturación de densidad reducida.

Estudios más recientes de crecimiento celular en medios definidos químicamente, han puesto

de manifiesto que la adición de GM3 o OMí exógenos alteran la afinidad de unión de las

células al factor de crecimiento derivado de plaquetas, al factor decrecimiento epidérmico o al

factor de crecimiento de fibroblastos. Este fenómeno se acompaña de la inhibición de la

fosforilación de un factor de crecimiento tirosin-dependiente del receptor del factor de

crecimiento plaquetario y del receptor del factor de crecimiento epidérmico ‘(350)

En cuanto al significado biológico de la glicosilación aberrante en la adhesión celular, hay que

resaltar que los gangliósidos también están presentes en la matriz celular y pueden actuar

regulando la actividad de las proteínas de adhesión a sus receptores *(351) También se piensa
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que muchos gangliósidos, particularmente los de tipo no específico, pueden regular la adhesión

celular y que la pérdida de esta adhesividad y el crecimiento celular pueden estar relacionados

con la pérdida de alguno de estos gangliósidos y la acumulación de otros asociados a tumores
*(352>

De lo expuesto anteriormente podemos concluir que la glicosilación anómala en los tumores y

su correlación con la expresión oncogénica es uno de los problemas que aún quedan por

resolver. En muchas células transformadas se ha podido demostrar un defecto enzimático o un

aumento de la actividad enzimática en base a una glicosilación anóniala ~345);sin embargo,

algunas células transformadas muestran cambios químicos claros en sus hidratos de carbono

aunque la actividad enzimática que los provoca no se ha podido demostrar ~353>,Es posible,

además que las estructuras de los carbohidratos no estén sólo controladas por la cantidad y

calidad de las glicosiltransferasas, si no que también lo puedan estar por el ensamblaje y la

organización de complejos multiglicosiltransferasa en las membran~s, de tal manera que

ambos fenómenos pudieran ser controlados a nivel post-transcripcional por fosforilación o

glicosilación de las enzimas ‘(3~4,3~5>•

A pesar del conocimiento estructural de la glicosilación anómala en las células tumorales, se

sabe muy poco de su significado biológico y cabe preguntarse si estos ilatrones de glicosilación

se correlacionan con el grado de malignidad, con el potencial metastásico o son la causa de un

reconocimiento defectuosos o una adhesión celular incorrecta.

El estudio del patrón de distribución de los carbohidratos y el cambio en varias clases de los

componentes de membrana es importante al intentar correlacionar eL patrón de glicosilación

con la función biológica de las células.
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Existe una gran cantidad de carbohidratos asociados a tumores que se cree que pueden tener

utilidad en el diagnóstico histológico de cánceres in situ. Algunos de ellos pueden ser útiles en

el diagnóstico de lesiones premalignas, ya que los cambios de gangliósidos específicos en este

tipo de lesiones se conoce suficientemente *(356)

Por otra parte, y por lo que se refiere a los antígenos tumorales asociadós a glicoproteinas, hay

que destacar, que el core de las cadenas de carbohidratos unidos a asparagina cambia en

muchas células tumorales N321,357>, pero estos cambios no suelen afectar a las propiedades

antigénicas de las proteínas. Por el contrario los cambios en las secuencias periféricas de las

cadenas unidas en posición N- a la asparagina, o las unidas en posición O- a la serna o

treonina pueden contribuir a los cambios antigénicos en las células tumorales.

Existen antígenos compartidos entre las glicoproteinas y los glicolípidos, y en concreto, los

glicolípidos pertenecientes a la lactoserie se han encontrado en la ~egiónperiférica de las

glicoproteinas, tanto con uniones tipo N- como tipo O-. Puesto que los antígenos de grupo

sanguíneo ABO y Lewis pertenecen esencialmente a este grupo de glicolípidos, los principales

antígenos compartidos por glicolípidos y gliciproteinas son antígenos de grupo sanguíneo, y en

consecuencia, los principales antígenos asociados a tumores y compartidos por glicoproteinas

y glicolipidos son aquellos relacionados con la modificación de los antígenos de grupo

sanguíneo.

Los antígenos de grupo sanguíneo están presentes tanto en células sanguíneas como en otros

tipos de células epiteliales, y puesto que la mayoría de los cánceres humanos derivan de este

tipo de células, los cambios en los antígenos de grupo sanguíneo se convierten en un hecho

clave en la inmunología tumoral humana.
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El cambio más importante y más frecuente en los determinantes de grupo sanguíneo en las

neoplasias humanas es la deleción de los antígenos A y B ~358),Este cambio también se puede

observar en la displasia premaligna con desorganización de la estructura del precursor ~359>,

La síntesis incompleta de las cadenas tipo 2 de los antígenos de grupo sanguíneo puede

provenir de la acumulación del antígeno Ii, aunque la reactividad de Ii de la mucosa es

dependiente del estado secretor/no secretor del individuo y de la presencia de malignidad

N360,361> o puede ser el resultado de la acumulación de un precursor de las cadenas tipo 1, no

relacionado con Ii ‘(362>

La pérdida de los isoantígenos de grupo sanguíneo se ha demostrado en carcinomas de

distintos tipos que incluyen carcinomas gástricos, de células de transición, colon, pulmón y

mama ‘<184 185363-369) si bien de este último tipo existen muy pocos éstudios sistémicos y el

significado clínico sigue siendo poco conocido.

En resumen, las neoplasias se asocian comúnmente a modificaciones de una gran cantidad de

determinantes antigénicos de membrana plasmática que refleján alteraciones en la

diferenciación bioquímica. La pérdida de los isoantigenos de grupo sanguíneo es evidente en

los carcinomas de distinto origen, y, además, existen datos que sugieren una correlación entre

la deleción de los isoantigenos ARO/Lewis y el pronóstico.

43.- Análisis de los resultadas.
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4.3.- Análisis de las resultadas.

En este apartado analizaremos de una manera independiente los resultados obtenidos en

nuestro estudio y trataremos de establecer su validez comparándolos con los datos aparecidos

en la literatura.

4.3.1.- Receptores de hormonas estero¡des. -

La importancia de la determinación de los receptores de hormonas esteroides en el

comportamiento de las pacientes con cáncer de mama se ha demostrado ampliamente. Las

pacientes con tumores positivos para los receptores de estrógenos y progesterona presentan

intervalos libres de enfermedad y supervivencia superiores a aquellas que presentan tumores

negativos para estos receptores. Además, el estatus de los receptores hormonales ha

demostrado ser de valor predictivo para la respuesta del tumor a terapia endocrina ‘(370), lo que

ha llevado a desarrollar métodos seguros y clínicamente adecuados para determinar la

presencia de los receptores de hormonas esteroides en material procedente de biopsia o

resección quirúrgica.

Aunque las técnicas basadas en la unión a radioligandos han sido los métodos standar para el

estudio de los receptores hormonales, la producción de anticuerpos mohoclonales anti-receptor

de estrógenos y progesterona han permitido el desarrollo de análisis inniunohistoquimicos para

determinarel status de los receptores.

Son muchos los estudios que han demostrado una correlación significativa entre las técnicas

inmunohistoquimicas y los métodos convencionales de determinación de los receptores de
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hormonas esteroides, particularmente, cuando las primeras se han desarrollado en tejidos

congelados *(371 372>

La necesidad de determinar la localización de los receptores de una manera segura por medios

inmunohistoquimicos, en muestras fijadas y embebidas en parafina,~ha aumentado con la

reciente evolución en la detección y comportamiento del cáncer de mama. La

inmunohistoquimica aplicada a secciones en parafina ofrece un mejor detalle morfológico que

la aplicada a secciones en congelación, y además, permite la utilización de material de archivo.

En los últimos años han surgido muchos métodos que utilizan distintos kits comerciales

disponibles para los receptores de estrógenos y progesterona ‘(373,374>• Todos ellos tiene en

común la utilización de pretratamientos enzimáticos para aumentar la sensibilidad de la tinción.

Más recientemente, el método de recuperación antigénica por medio de irradiación con

microondas, ha demostrado aumentar la inmunorreactividad de distintos antígenos tras la

pérdida de ciertos epitopos inducida por la fijación. Los datos publicados hasta la fecha son

controvertidos, sin embargo, algunos autores han señalado un incremento superior de la

inmunotinción después del pretratamiento en microondas que el encontrado al aplicar a las

muestras una digestión enzimática, en una amplia gama de anticuerpos:testados ‘(375376)

La determinación del status de los receptores de estrógenos y progesterona utilizando los

anticuerpos monoclonales ERI D5 y 1A6 respectivamente, junto con la técnica de recuperación

antigénica por medio de microondas, muestra una concordancia muy significativa con las

determinaciones realizadas por medio de EIA, por lo que se puede considerar un método fiable

y que además presenta la ventaja de su fácil reproductibilidad en el laboratorio.
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Los resultados obtenidos en nuestro estudio (52% de casos positivos para el receptor de

estrógenos y 40% para el receptor de progesterona), aplicando estos dos clonos citados, y el

método de recuperación de antígenos por medio de microondas, han revelado ser ligeramente

inferiores a los encontrados por Kell y colaboradores (60% de casos positivos para el receptor

de estrógenos y 49% para el de progesterona) *(377) si bien estas diferencias se pueden atribuir

a los distintos puntos de corte establecidos para determinar la positividad (5% de células

teñidas en el estudio de Kell y 20% en nuestro trabajo), y posiblemente también a los distintos

sistemas de detección utilizados y a la solución fijadora utilizada én nuestro estudio. La

importancia del punto de corte elegido para establecer la positividad de lbs casos viene avalada

por los estudios bioquímicos que establecen una barrera de alrededor de los 11 fmol/mg. de

proteína en el citosol para discriminar entre los casos positivos y negativos y que se

corresponde con una media del 20% de células positivas detectadas por métodos

inmunohistoquimicos. La correlación entre los estudios bioquímicos e inmunohistoq imicos

parece perderse en esta zona de corte.’(372)

Por otra parte, y comparando los resultados obtenidos en nuestro trabajo con los obtenidos por

distintos autores en material congelado, hemos encontrado una positividad inferior en algunos

casos y una concordancia de resultados de prácticamente el 100% en otros. Estas

discrepancias también se han observado al comparar los resultados de los distintos autores

entre si y es un hecho constatado en la literatura desde hace tiempo *(373)

Por lo que se refiere al patrón de distribución hay que señalar que se caracterizó por ser difuso

y heterogéneo, tanto intra como interlobularmente, en la práctica totalidad de los casos, y esta

heterogeinidad también se observó en las porciones tumorales. La expresión heterogénea de
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los receptores de estrógenos y progesterona tanto en tejido normal como neoplásico, está

ampliamente reflejada en la literatura ‘(76379>

En resumen, los resultados obtenidos en nuestro estudio nos permiten aceptar la fiabilidad del

método elegido para la demostración de los receptores de estrógenos y progesterona en el

carcinoma ductal de mama, pero también nos hacen recapacitar sobre la necesidad de un

sistema estandarizado para la demostración y determinación de estos marcadores en los

distintos laboratorios.

4.3.2,- Marcadores de proliferación celular -

El resultado clínico de las pacientes con cáncer de mama es altamente variable ya que no

depende exclusivamente del tamaño de la lesión, si no también de su evolución.

La proliferación celular de los tumores es una variable biológica importante y puede ser

contemplada como un factor pronóstico adicional ‘(77> Sin embargo, y hasta nuestros días, los

métodos utilizados para estimar esta variable han tenido un éxito limitado.

Las técnicas que requieren marcaje con timidina tritiada o su análogo no reactivo, la

bromodeoxiuridina, o los métodos que requieren la ruptura de la arquitectura tisular o celular

para la medida del contenido de DNA por citometria de flujo son complejos lentos y no se

pueden aplicar realmente a las muestras de rutina ‘(380,381>

La aparición de anticuerpos que permiten medir la fracción de crecimiento de una población

celular dada mediante técnicas inmunohistoquimicas ha sido de gran utilidad, y en concreto la
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caracterización del anticuerpo monoclonal Ki-67 ha sido clave para determinar el índice de

proliferación de una manera rápida y sencilla. Desde que en 1983 se caracterizara este

anticuerpo hasta nuestros días, han aparecido más de 600 publicaciones que hacen referencia

a este marcador y a su aplicación en la determinación del crecimiento celular en las muestras

clínicas y, en particular, en la valoración de la fracción de crecimiento en las neoplasias

humanas. Aunque existe alguna discrepancia en la literatura en cuanto a la posible

sobreestimación del índice de proliferación por Ki-67, existen, numerosos estudios

independientes que indican que el indice de marcaje con Kk67, es un marcador

inmunohistoquimico de relevancia pronóstica en el estudio de los tumores humanos *(295,382)

El principal inconveniente para el uso rutinario de este anticuerpo ha sido su aplicación

exclusiva en tejido congelado, puesto que el epitopo que reconoce se destruye con la fijación.

Este problema fue solucionado en 1991, con la producción del anticuerpo monoclonal MIB-1, a

partir de partes recombinantes de Ki-67 *(129)

La especificidad de este nuevo anticuerpo para el antígeno Ki-67 ha sido confirmada por

inmunotinción de secciones congeladas y por Western blotting. Inicialmente, los resultados de

las tinciones de rutina de las muestras incluidas en parafina con este anticuerpo fueron

controvertidas, sin embargo, cuando se aplicó a las secciones el método de recuperación

antigénica por medio de calentamiento en microondas con bufler citrato, propuesto por Shi y

colaboradores se obtuvieron resultados comparables a los que ofrecía el anticuerpo originario

en secciones congeladas ~
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Los patrones de tinción nuclear obtenidos con MIB-1 en secciones incluidas en parafina

coinciden con los obtenidos con Ki-67 en congelación y con loÉ de incorporación de

precursores de DNA marcados en células normales en proliferación.

La cuantificación de la positividad de Ki-67 en tumores es divergente, ‘y la medida de células

positivas varía del 7.2% al 22%. En parte estas diferencias se pueden explicar por los distintos

métodos de evaluación elegidos, aunque más que el método, es la selección del punto de corte

lo que parece tener mayor importancia en cuanto al pronóstico, considerándose significativos

los marcajes del 20% de las células o superiores *(214)

En nuestro estudio hemos aceptado este punto de corte para establecer la positividad del

marcaje, y de los 88 casos analizados el 28% superaba el punto de corte, el 66% expresaba

menos del 20% de las células marcadas y un 6% de los casos fueron negativos.

La negatividad para el marcador es un hecho observado por autores como Walker y

Camplejohn, quienes han descrito hasta un 44% de casos negativos ~iaraeste marcador en

una serie de 95 carcinomas3383)

Por otra parte, nuestros datos son plenamente concordantes (pc 0.001) con la literatura en lo

que se refiere a la relación de este marcador con variables histológicas como el grado

histológico, nuclear, tamaño del tumor y metástasis,’(317218~ encontrando que la expresión de Ki-

67 es superior en los casos que presentan mayor grado histológico y nuclear, un mayor número

de ganglios afectados y mayor tamaño de la masa tumoral.
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Por lo que respecta al patrón de distribución, hemos encontrado en todos los casos positividad

exclusivamente nuclear , observando el hecho constatado por Brown ‘(382> de la diferente

distribución topográfica del antigéno dentro del núcleo.

En cuanto al antígeno nuclear de proliferación celular PCNA, existen distintos estudios que han

demostrado correlación entre la medida de la inmunorreactividad de este marcador y otras

variables pronósticas en una amplia gama de neoplasias N78,79).

Muchos de los procedimientos utilizados para estudiar la fracción de crecimiento de una

población celular requieren tejidos frescos o congelados, lo cual imita su utilidad en material de

archivo incluido en parafina. El anticuerpo monoclonal PC1O, reconoce una proteína auxiliar de

la DNA polimerasa delta, que es detectable en tejidos fijados e incluidos en parafina.

Los resultados obtenidos con este marcador son muy variables, observándose grandes

diferencias en la inmunorreactividad, en función del fijador elegido y del! tiempo empleado en la

fijación.

A pesar de las discrepancias observadas entre los distintos autores, parece haber una

asociación directa entre la expresión de PCNA, el grado histológico deL tumor y la aneuploidía,

y asilas mujeres con cáncer de mama que presentan un histograma próximo a la diploidia y

con más del 20% de las células tumorales positivas para PCNA tienen un curso clínico

significativamente peor que aquellas que, con un histograma similar presentan menos del 20%

de positividad para el marcador. Sin embargo la inmunorreactividad de PONA no parece

aportar ninguna información pronóstica adicional en pacientes con tumores altamente

aneuploides ‘(215)
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En cuanto a la relación del PCNA con otros parámetros histológicos y de interés pronóstico, los

datos son todavía más controvertidos, y, mientras que autores como Robbins, Hall o Kamel

sostienen que el PCNA es útil para la detección de la proliferación celular en tejidos normales y

neoplásicos y, que, además, tiene valor pronóstico en ciertas poblaciones tumorales, otros

grupos, como el de Figge o el de Thomas, mantienen que este marcador tiene un pobre valor

pronóstico ‘(175,311,384-386)

En nuestro estudio hemos encontrado una asociación muy significativa <p<0.001) entre el

PCNAJPC1O y los marcadores histológicos utilizados en este trabajo, y, además, la media de

células positivas (22%) es ligeramente superior a la encontrada en la literatura, hecho atribuible

al fijador utilizado’(387>. El marcaje en todos los casos fue nuclear, observándose en algunos de

ellos una leve difusión citoplásmica, que puede atribuirse al método utilizado para detectar este

factor de proliferación, o puede representar síntesis citoplásmica o breakdown como propone

Hall *(175>

4.3.3. -Isoanffgenos de grupo sanguíneo. -

Los antígenos de grupo sanguíneo son hidratos de carbono unidos a glicoproteinas y

glicolipidos en la membrana de la superficie celular.

Estos antígenos están ampliamente distribuidos por el organismo, encontrándose no sólo en

los eritrocitos, si no también en las células endoteliales de los vasos sanguíneos y en varios

tipos de células epiteliales y sus secrecciones.
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Aunque las características funcionales de estos antígenos no se conocen plenamente, se han

observado alteraciones en su expresión durante el desarrollo y la diferenciación en las células

humanas, y, actualmente se admite, que juegan un papel importante como señales o

receptores en el contacto célula-célula o célula- matriz intercelular *(388)

En los últimos años se ha demostrado que las células neoplásicas muestran 3 cambios

fundamentales en la expresión de estos antígenos con respecto a las células normales de las

que proceden; estos cambios son 1 -deleción de los antígenos, 2.-acumulación de sustancias

precursoras y 3.- expresión de antígenos incompatibles con el fenotipo eritrocitario.

Por otra parte, la regulación génica anómala de estos antígenos puede dar lugar a bloqueo o

variación en la síntesis y en la organización de las moléculas de la superficie celular que

median la interacción celular, el desarrollo y la diferenciación. ‘(345 389 390>

La expresión de los isoantígenos de grupo sanguíneo se ha estudiado en células normales,

premalignas y malignas de distintos órganos mediante técnicas inmunohistoquimicas y

utilizando anticuerpos monoclonales ‘(391) La pérdida de expresión de estos marcadores ha

sido ampliamente constatada en la literatura en distintos tipos de tumores que incluyen

carcinomas de colon, urotelio, pulmón, estómago etc.’084185363369~.

En cuanto a los tumores de mama, existen muy pocos estudios que hagan referencia a este

fenómeno, y, el significado clínico sigue siendo una incógnita.

Las pocas publicaciones referentes a la perdida de expresión de los isoantígenos de grupo

sanguíneo en el cáncer de mama, coinciden en el hecho de describir una pérdida total o parcial
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de los mismos en un porcentaje variable de casos, asumiéndose en la actualidad, que la

pérdida de expresión no es un fenómeno universal en todos los carcinomas invasivos. Por lo

que se refiere a la utilidad pronóstica de estos marcadores, hay que resaltar que los datos

existentes en la literatura son controvertidos, y, mientras que algunos autores sostienen que la

pérdida de expresión de los isoantigenos ABH y fundamentalmente Lewis, está asociada al

pronóstico, otros mantienen que el estatus de los isoantigenos’ no presenta relación

significativa con distintos parámetros clínicos y patológicos, y que además, no tienen utilidad

como determinantes pronósticos *(367 392 393)

Por lo que se refiere a la relación de la pérdida de expresión de los antígenos de grupo

sanguíneo con otros marcadores de interés pronóstico en el cáncer demama, son menos aún

los trabajos publicados. Ura y sus colaboradores ‘(100> en un trabajo publicado en 1992, y

estudiando 31 muestras de cáncer de mama y tejido normal adyacénte mediante dot blot,

encontraron que en el 83,9% de los casos había correspondencia entre el tejido normal y el

canceroso respecto a la expresión de los isoantígenos ABH. Para el resto de las muestras

encontraron cambios antigénicos significativos que incluían pérdida de los determinantes de

grupo A y E, expresión de grupo A en las células tumorales de pacientes de grupo B, y

expresión de los determinantes antigénicos A y B en pacientes del grupo O.

Otro de los hallazgos descritos en este trabajo es una disminución generalizada de los niveles

de los antígenos A y B en las células tumorales cuando se comparaban con las células del

tejido mamario normal adyacente.

En cuanto a los antígenos Lewis, el autor también encuentra una disminución de los niveles de

los antígenos Lea, Leb y LeY en las células tumorales y un aumento de la expresión de Lex. En
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el mismo artículo el autor estudia la relación entre los niveles de Lex y el receptor de

estrógenos y progesterona obteniendo una relación inversa entre los niveles del antígeno Lex

en el tejido tumoral/normal y el contenido de RE y Rpg en los tumores.

Por otra parte, Narita y su grupo ‘(3~3> han estudiado la expresión de los isoentígenos Lewis en

300 carcinomas ductales de mama mediante métodos inmunohistoquimicos. Este autor ha

utilizado un sistema de tabulación que nosotros hemos adoptado para nuestro estudio, y así la

expresión se ha definido como positiva o negativa en la porción no cancerosa de la muestra y

para la porción tumoral el autor asigna una triple escala: expresión negativa, expresión positiva

en menos del 50% de las células y expresión en más del 50% de las células. En el mismo

trabajo se analiza la relación entre la expresión de los isoantígenos ‘Lewis y otros factores

clinicopatológicos como el tamaño del tumor, metástasis ganglionar, estadio, tipo histológico y

el estatus del receptor de estrógenos.

Los datos obtenidos por este grupo revelan una pérdida total de Lea en el 89% de los tejidos

cancerosos y una expresión en menos del 50% de las células en un 10%, mientras que sólo el

1% del tejido tumoral expresaba este isoantígeno en más del 50% de las células tumorales; en

la porción no cancerosa la expresión del isoantígeno fue negativa en el 82% de los casos y el

18% restante lo expresaba en menos del 50% de las células.

Los resultados obtenidos para Leb y LeX fueron muy similares, encontrando que la expresión

fue negativa en la porción tumoral en un 77 y 65% respectivamente, positiva en menos del

50% de las células en el 25 y 24% y positiva en más del 50% de las células en el 9 y 11%. Por

lo que se refiere a la porción no tumoral estudiada los datos arrojaron valores muy diferentes y

así el isoantígeno Leb no se expresó en el 35% de los casos y se expresó en el 65% en menos
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del 50% de las células el Lex no se expresó en el 59% de los casos y en el 41% lo hizo en

menos del 50% de las células. El isoantigeno LeY por su parte, no se expresó en la región

tumoral en el 33% de los casos, en el 30% lo hizo en menos del 50% de las células y en 37%

lo hizo en más del 50%; por otra parte, no se obtuvo expresión de éste isoantígeno en la

porción no tumoral en el 24% de los casos y el 76% restante lo expresó en menos del 50%.

Este grupo asume en su trabajo que la síntesis de los antígenos tipo 2 se ve incrementada y

los antígenos de tipo 1 disminuyen su expresión en asociación con la carcinogénesis en el

cáncer de mama al igual que sucede con el de pulmón y ovario, y que la expresión relativa de

los antígenos tipo 2 en el tejido tumoral de los cánceres de mama parecen ser capaces de ser

útiles como indicadores de malignidad y como factores pronósticos.

Por lo que atañe a los isoantigneos ABH, Lee y sus colaboradores *(392) en un estudio de 233

pacientes con cáncer de mama, encontraron que la pérdida de expresión de los isoantígenos

ABH no era universal en todos los carcinomas pero el 64, 77 y 73% de los carcinomas de

grupo A, 6 y AB respectivamente mostraban una pérdida total de expresión de los

isoantígenos.

Este grupo de trabajo, por su parte, no asume la utilidad de los isoantigenos ABH como

determinantes de utilidad pronóstica, y en el trabajo no se hace ref&encia a ningún tipo de

estudio adicional para correlacionar la pérdida de expresión de los isoantígenos de grupo

sanguíneo con ningún otro parámetro de valor pronóstico.
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En nuestro estudio hemos analizado la expresión de los isoantígenos de grupo sanguíneo en

82 carcinomas ductales infiltrantes de mama y su relación con marcadores histológicos y de

interés pronóstico en este tipo de tumores.

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo revelan unos datos ligeramente superiores para la

pérdida de expresión de grupo A (68%) y ligeramente inferiores para lá pérdida de grupo B y

AB (57 y 715% respectivamente) en la porción tumoral a los encontrados por Lee en un

estudio similar.’<392>

Por lo que se refiere a la pérdida de expresión del grupo AB hay que resaltar que el 28,5% de

los casos perdió la expresión para el antígeno de grupo A exclusivamente y no obtuvimos

ningún caso que conservara la expresión para A y perdiera la expresióndel antígeno B.

En ninguno de los casos de grupo O observamos cambio fenotípico de grupo.

Las variaciones de los resultados obtenidos en nuestro estudio se pueden en explicar por los

diferentes anticuerpos utilizados, ya que este fenómeno también ha sido observado por los

autores anteriormente citados ‘<392>

Por lo que se refiere al patrón de expresión, hay que destacar la heterogeneidad de la

distribución observada en todos los casos. Como comentamos en un apartado anterior, el

patrón de distribución y la regulación de los isoantígenos de grupo sanguíneo es un proceso

muy complejo y muy diferente de unos tejidos a otros. Además de las diferencias en los

distintos tejidos y tipos celulares,la heterogeneidad de la distribución se ha constatado incluso

en células morfológicamente indistinguibles del mismo tejido. En algunos casos, este tipo de
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heterogeneidad se puede relacionar con la maduración, la diferenciación y con la

transformación maligna de las células *(394> Este patrón de distribución en mosaico, también se

ha tratado de explicar, asumiendo que los genes que controlan las enzimas necesarias para la

adición de los determinantes antigénicos no son funcionales o no se encuentran en algunas

células ‘(395) Las diferencias en los patrones de glicosilación entre las distintas poblaciones

celulares puede también reflejar diferentes estadios de diferenciación y progresión en las

células tumorales, ya que parece existir una correlación entre la heterogeneidad de la

distribución y el grado de diferenciación (396>.

En el epitelio glandular normal, también se observó un patrón de distribución microheterogéneo

tanto a nivel del Golgi como de la membrana plasmática, además tanibién pudimos observar

que algunos casos que mostraban positividad en los eritrocitos y células endoteliales eran

negativos para la tinción en los ductos normales o mostraban una tinción débil. Este hecho

también ha sido constatado por Lee y su equipo que encontraron un 12% de casos positivos

para hematies y vasos y negativos o débilmente positivos en el epitelio mamario no neoplásico
‘(392>

La asociación altamente significativa encontrada <pcO.OOl) entre la pérdida de expresión de los

isoanligenos ABO y los marcadores de pobre pronóstico sugieren la utilidad de los primeros en

el pronóstico del carcinoma ductal infiltrante de mama en humanos.

En cuanto a la expresión de los isoantígenos Lewis hemos hallado una pérdida de expresión

muy inferior a la encontrada en la literatura *(367 393) En nuestro estudio hemos observado una

pérdida total de expresión para Lea en la porción tumoral del 34, 89 y 58% de los casos con

control interno positivo, negativo y en los que no obtuvimos control interno respectivamente. Si
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no tenemos en cuenta la expresión en el control interno, la pérdida de expresión de Lea

corresponde al 47% de los casos. Narita ‘(393> en su estudio obtiene un 89,3% de casos

negativos e ldiko *(367) un 100%. En ninguno de los estudios se refleja la positividad o

negatividad del control interno.

En nuestro trabajo también hemos encontrado que la expresión en menos del 50% de las

células tumorales es del 62,11 y 31% para los casos con control interno positivo, negativo y sin

control interno respectivamente. Si no tenemos en cuenta el control interno el número de

casos que expresan Lea en menos del 50% de las células tumorales representa el 47% frente

al 10% aproximadamente que encuentra Narita ‘(393) ldiko no contempla este resultado en su

trabajo.

Finalmente en nuestro estudio hemos encontrado que la expresión de este isoantígeno en más

del 50% de las células tumorales es del 4 y 11,5% para los casos con control interno positivo y

los casos en los que no obtuvimos control interno respectivamente. No había ningún caso con

el control interno negativo y esta expresión para Lea en el tumor. Globalmente, y sin tener en

cuenta el control interno, estos datos corresponden al 6% de los casos estudiados, valor muy

superior al encontrado por Narita ‘(393) (1%) en su estudio.

El estudio del isoantígeno Leb, por su parte, revela unos resultados similares y así, en nuestro

trabajo el número de casos que presenta una pérdida total del isoantígeno Leb representa el

33% frente al 66% encontrado por Narita ‘(393) y el 80% encontrado por ldiko *<367> El número

de casos que, en nuestro estudio, expresa Leb en menos del 50% de las células tumorales

representa el 60% del total frente al 25% aproximadamente que encuentra Narita ‘(393)• Por
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último en nuestro estudio el 7% de los casos expresa Leb en más del 50% de las células

tumorales frente al 9% encontrado por Narita ‘(393) en su trabajo.

Por lo que respecta al estudio del isoantígeno Lex, en nuestro trabajo hemos encontrado una

pérdida total de expresión del isoantígeno en el 37% de los casos frente al 65% encontrado por

Narita ‘(393)•

El número de casos que en nuestro estudio expresa Lex en menos del 50% de las células

tumorales asciende al 51% frente al 24% encontrado por el autor antériormente citado. Por

último el 12% de los casos estudiados en nuestro trabajo expresaron Lex en más del 50% de

las células tumorales frente al 10% encontrado por Narita ‘(393)•

En cuanto al estudio del isoantígeno LeY, nuestros datos revelan una pérdida total de expresión

en las células tumorales en tan sólo el 4% de los casos. Narita y sus colaboradores

encuentran en su estudio ‘(393> un 33% de casos. La pérdida parcial de expresión de LeY

alcanza al 34% de los casos analizados en nuestro estudio frente al 30% del autor antes

citado.

Nuestros datos también revelan que el 62% de nuestros casos expresan el isoantígeno en más

del 50% de las células tumorales, mientras que el mismo autor anteriormente citado obtiene

unos resultados del 38%.

Esta diferencia de resultados la podríamos atribuir, presumiblemente también, a los distintos

anticuerpos utilizados, a la elección del fijador y posiblemente, al tiempo de almacenamiento

del material.
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El patrón de distribución observado para la expresión de los isoantígenos Lewis, tanto en el

tejido tumoral como en el epitelio glandular normal, corresponde a una expresión en mosaico,

microheterogénea tanto a nivel del Golgi como de la membrana citoplásmica.

Al igual que en el caso anterior, la asociación altamente significativa encontrada <p<0.00l)

entre la pérdida de expresión de estos marcadores y el resto de los parámetros utilizados en

nuestro trabajo, nos permiten proponer que los isoantigenos Lewis pueden tener valor

pronóstico en los tumores de glándula mamana.

Las variaciones en los resultados nos hacen reflexionar, de la misma manera que en la

valoración de los receptores de hormonas esteroides y marcadores de proliferación, en una

unificación de criterios en cuanto al tipo de anticuerpos y sistemas de tabulación y detección

utilizados en este tipo de estudios para que los datos obtenidos en los distintos laboratorios

sean completamente equiparables y puedan servir de referencia para e~tudios posteriores.
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y-RESUMEN Y CONCLUSIONES

5. 1.RESUMEN:

El cáncer de mama es la neoplasia más frecuente entre las mujeres de los países

industrializados. La etiología de la enfermedad se asocia fundamentalmente a factores

genéticos, hormonales y ambientales. Aunque los programas de educación pública y el

screening mamográfico han logrado que el diagnóstico sea actualmente precoz, y hayan

aumentado los casos de pacientes diagnosticadas que no presentanafectación ganglionar y

con tumores relativamente pequeños, no se ha conseguido disminuir la tasa de mortalidad,

y por este motivo este tipo de neoplasias continúa siendo un desafío para la Medicina.

Puesto que la evolución de las pacientes con cáncer de mama es en gran medida

imprevisible, y dada la extraordinaria variabilidad que presentan en el curso clínico, ha

habido un notable interés en identificar las características importantes que permiten predecir

el “comportamiento’ del tumor, interés acuciado por el advenimiento reciente de estrategias

prometedoras de tratamientos coadyuvantes.

Junto con los parámetros histoanatomopatológicos convencionales (tamaño del tumor,

afectación ganglionar, grado histológico grado nuclear, mitosis), que continúan siendo la

base del diagnóstico, conviven en la actualidad marcadores biológicos, algunos

sumamente útiles, (como los receptores de hormonas esteroideas) en lo que se refiere al

pronóstico y a la posibilidad de tratamientos adyuvantes, y otros que se perfilan como
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promesas, pero que en cualquier caso están contribuyendo al conocimiento de la biología

tumoral y están aumentando las expectativas de las mujeres que padecen esta enfermedad.

Dentro de este último grupo se encuadran los antígenos histosanguineos, objeto de nuestro

estudio, y los fenómenos de glicosilación anómala.

Las neoplasias se asocian frecuentemente con modificaciones de una gran variedad de

determinantes antigénicos de las membranas plasmáticas que reflejan alteraciones en la

diferenciación bioquímica. Los antígenos de grupo sanguíneo ABO y los antígenos Lewis

son glicolípidos de membrana de muchas células epiteliales, y su pérdida se ha descrito en

carcinomas de distinto origen. En algunos casos, además, existe una clara evidencia que

sugiere la correlación entre la deleción de estos isoantígenos y el pronóstico.

En este trabajo hemos estudiado la expresión anómala de los antígenos de grupo

histosanguineo ABO y Lewis en 88 carcinomas ductales de mama, y su relación con

parámetros histoanatomopatológicos y marcadores de probado interés pronóstico en este

tipo de tumores.

Los datos obtenidos confirman la pérdida de expresión de estos isoantigenos en las

neoplasias mamarias, si bien los resultados aportados en nuestro estudio son ligeramente

inferiores a los encontrados en la literatura.

En cuanto a los resultados obtenidos para la expresión de los receptores de hormonas

esteroides en nuestra serie, los datos revelan una expresión menor para el receptor de

estrógenos y progesterona con respecto a estudios realizados por otros grupos; estas
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diferencias son atribuibles por completo al método elegido para la determinación de estos

marcadores y, fundamentalmente, al criterio seguido para establecer el punto de corte

representativo de positividad.

Por lo que respecta a los marcadores de proliferación celular, los resultados son

equiparables a los encontrados en la literatura, con un ligero aumento de la media de

células positivas para el marcador PCNA atribuible a la mezcla fijadora utilizada y al tiempo

de fijación establecido.

Los resultados obtenidos al relacionar estos dos tipos de marcadores con las variables

histológicas convencionales (grado histológico, grado nuclear, tamaño del tumor y

afectación de ganglios),nos permiten aceptar con un alto nivel de significación (pcO.001) la

validez de nuestras técnicas.

Por otra parte, el test de asociación realizado para la pérdida de expresión de los

isoantígenos de grupo sanguíneo en relación con las demás variables analizadas en este

trabajo, nos ha permitido aceptar la asociación altamente significativa (p<0.001) existente

entre ellos.
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5.2. CONCLUSIONES:

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo y los datos aportados por el estudio estadístico

realizado nos permiten concluir que:

1. La pérdida de expresión de los isoantigénos de grupos sanguíneo ABO y Lewis no es un

fenómeno universal en el carcinoma ductal de mama.

2. La expresión anómala de los histogrupos sanguineos ABO se asocia muy

significativamente (pc0.00l) con un mayor grado histológico, nuclear, afectación de

ganglios axilares y tamaño tumoral.

3. La pérdida parcial o total de la expresión de los antígenos de grupo sanguíneo ABO se

asocia muy significativamente (pcO.OO1) a una menor expresión del receptor de

estrógenos y progesterona.

4. La expresión aberrante de los isoantigenos sanguíneos ABO se asocia muy

significativamente (p<O.OO1) a una mayor expresión de los marcadores de proliferación

Ki67 (MIB-1) y PCNA (POlO).

5. La expresión anómala de los isoantígenos Lewisabx,Y se asocia muy significativamente

(p’zO.OOI) con los parámetros histopatológicos de pobre pronóstico (elevado grado

nuclear, histológico, tamaño del tumor y afectación de ganglios no loco-regionales.



Resumen y Conclusiones - 159

6. La no expresión o la expresión parcial de los isoantígenos Lewis se asocia muy

significatiVamente (pc0.001) a una menor expresión de los receptores de hormonas

esteroides.

7. La expresión anómala de los antígenos Lewis se asocia muy significativamente

(p<O.OOl) a una mayor expresión de los marcadores de proliferación Ki67 (MIBí) y

PONA (PC1O).

Por consiguiente, y resumiendo los puntos anteriores, este trabajo demuestra que la

glicosilación anómala en el carcinoma ductal de mama es un fenómeno asociado a la

malignidad y pobre pronóstico y que su determinación es de utilidad en este tipo de

neoplasias.
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